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 Einleitung I
I.1 Biobasierte Chemikalien 
I.1.1 Historie und Gegenwart 
Schon seit Jahrtausenden werden mikrobielle Fermentationsprozesse vom Menschen 
genutzt. Alkoholische, Essigsäure- und Milchsäure-Gärung wurden zunächst ohne tiefer 
gehendes Wissen über den Ablauf der jeweiligen Prozesse zur Konservierung von 
Lebensmitteln eingesetzt. Das erste Dokument über die Technik des Bierbrauens wurde 
ca. 4000 v. Chr. von den Sumerern verfasst (Buchholz & Collins, 2010). Auch die antiken 
Zivilisationen der Mesopotamier ca. 3500 v. Chr. und der Ägypter und Chinesen ca. 
2000 v. Chr. nutzten bereits die alkoholische Gärung zur Produktion alkoholischer 
Getränke (Bud, 1993; Lee, 2001). Erste Anhaltspunkte über die Grundlage von 
Fermentationsprozessen gab es in der zweiten Hälfte des 18. Jahrhunderts, als 
Spallanzani Untersuchungen zum Wachstum von Mikroorganismen unternahm (Birch, 
1990) und Lavoisier die quantitative Analyse der Produkte der alkoholischen Gärung 
gelang (Buchholz & Collins, 2010). Einen weiteren Meilenstein stellten die Arbeiten des 
Mikrobiologen Louis Pasteur dar, welcher in seinem Artikel über Milchsäurefermentation 
alle wesentlichen Merkmale einer Fermentation beschrieb. Zu seinen Erkenntnissen 
gehörte z.B., dass Fermentation eine Folge der Aktivität lebendiger Mikroorganismen ist, 
jede Fermentation auf einen spezifischen Mikroorganismus zurückgeführt werden kann 
und das Fermentationsmedium für die Bereitstellung der Nährstoffe verantwortlich ist 
(Pasteur, 1858). Pasteur war auch der erste Wissenschaftler, welcher zwischen aerober 
und anaerober mikrobieller Aktivität unterschied (Barnett, 2000). In der Folge gab es 
einige Studien, die darauf abzielten, die Katalysatoren der chemischen Reaktionen in 
den Mikroorganismen zu identifizieren. Diese konnten teilweise isoliert werden und 
wurden als ungeordnete Fermente bezeichnet. Später prägte der Deutsche Physiologe 
Willy Kühne den Begriff Enzym, welcher vom griechischen en zyme (in Hefe) abgeleitet 
ist (Kühne, 1876). Doch nicht nur in der Wissenschaft, sondern auch industriell spielten 
Fermentationsprozesse Ende des 19. Jahrhunderts eine große Rolle und wurden zur 
Herstellung von Bier, Wein, industriellem Alkohol, Brot, Hefeextrakt, Essig- und 
Milchsäure, Sojasoße und Sake verwendet (Buchholz & Collins, 2010).  
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Die Flexibilität der Biotechnologie zeigte sich Anfang des 20. Jahrhunderts, als aufgrund 
des Bedarfs des Ersten Weltkriegs neue Prozesse entstanden. In diesem Zusammenhang 
isolierte Weizmann 1915 in England einen sporulierenden Mikroorganismus 
(Clostridium acetobutylicum), welcher in der Lage war anaerob aus Mais Aceton und 
Butanol zu produzieren (Weizmann & Hamlyn, 1920). Besonders Aceton wurde zur 
Herstellung von Kordit eingesetzt, was den Bau von großtechnischen Anlagen 
vorantrieb. In Deutschland optimierten Neuberg, Connstein und Lüdecke die schon seit 
Pasteur bekannte Glyzerinproduktion in Hefe und steigerten durch Zugabe von Sulfit die 
Ausbeute von 3 auf 25%. Nach Extraktion und Destillation wurde das Glyzerin im 
Rahmen der Sprengstoffproduktion nitriert (Connstein & Lüdecke, 1919; Fuchs, 2007). 
Basierend auf den Untersuchungen von Currie und Thom avancierte die Produktion von 
Zitronensäure mit Aspergillus niger ebenfalls zu einem großtechnischen Prozess, welcher 
1923 von Pfizer etabliert wurde und bereits 1933 85% der Weltgesamtproduktion 
ausmachte (Currie, 1917; Roehr, 1998). 1928 läutete Fleming mit der zufälligen 
Beobachtung, dass Penicillium notatum das Wachstum von Bakterien inhibiert die Ära 
der Antibiotika ein (Fleming, 1929). Später konnten Florey und Chain Penicillin isolieren 
und chemisch charakterisieren (Chain et al., 1940). Angetrieben vom Bestreben über 
ausreichend Bestände für die Invasion in Europa 1944 zu verfügen wurde die Produktion 
von Penicillin in den USA innerhalb von 5 Jahren durch eine Allianz interdisziplinärer 
Forschungsteams, Chemieunternehmen und der Regierung zu einem industriellen 
Prozess ausgereift. Dabei spielten klassische biologische Fragestellungen wie C-Quelle, 
Mediumkomposition, Stammsuche und Stammoptimierung durch Mutagenese sowie 
ingenieurswissenschaftliche Fragestellung bezüglich des Anlagenbaus, der Sterilität und 
Produktaufreinigung eine Rolle (van der Beek & Roels, 1984). 
Die Zäsur zwischen der traditionellen Biotechnologie, die Prozesse wie den der Penicillin-
Produktion einschließt, und der „neuen“ Biotechnologie wird von zwei Studien 
reflektiert (Buchholz & Collins, 2010): Während sich die DECHEMA-Studie 1974 über 
Biotechnologie in Deutschland noch mit der Förderung zur Erforschung traditioneller 
Biotechnologie befasst (DECHEMA, 1974), da die molekularen Methoden noch nicht 
verfügbar waren, ist ein Kernpunkt der Studie der Office for Technology Assessment 
(OTA) von 1981 in den USA die Förderung des Einsatzes rekombinanter DNA-
Technologie zur Produktion von Pharmazeutika, Spezial- und Massenchemikalien, 
Nahrungsmittelzusätzen und tier- und landwirtschaftlicher Produkte (OTA, 1981). 
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Basierend auf der Entdeckung einer neuen Klasse von Nukleasen durch Arber & Linn 
(1969), der Entdeckung mobiler genetischer Elemente wie Plasmide und Viren und der 
Technik zur Transformation von Bakterien gelang Boyer und Cohen als Wegbereiter der 
rekombinanten DNA-Technologie die erste Klonierung eines DNA-Fragments (Cohen et 
al., 1973). Boyer war es auch, der 1976 zusammen mit Swanson das Biotechnologie-
Unternehmen Genentech gründete. Dessen in E. coli hergestelltes Humaninsulin 
(Goeddel et al., 1979), welches das erste auf Gentechnologie basierende Produkt 
darstellte, wurde 1982 von der Food and Drug Administration (FDA) zum klinischen 
Einsatz zugelassen (http://www.gene.com/gene/about/corporate/history/timeline.html). 
Rekombinante Gentechnologie führte im Verlauf der 1980er Jahre noch zur Produktion 
weiterer Pharmaproteine und technischer Enzyme.  
Inspiriert durch die Diversität an Chemikalien, welche natürlicherweise in biologischen 
Systemen, jedoch häufig in geringen Konzentrationen synthetisiert werden, erfolgte der 
Einsatz der rekombinanten Gentechnologie bald nicht mehr nur, um einzelne Proteine in 
einem Wirtsorganismus zu produzieren. Stattdessen wurden ganze Sätze oder 
Kombinationen von Proteinen oder Enzymen eines Stoffwechselwegs manipuliert, um 
Ausgangschemikalien und Energie in die gewünschten natürlichen und nichtnatürlichen 
Produkte umzuwandeln (Smolke, 2010). Einer der Pioniere bezüglich der Manipulation 
ganzer Stoffwechselwege zu Beginn der 1990er Jahre war Bailey. Er prägte auch 
maßgeblich die Bezeichnung Metabolic Engineering für diese neue Disziplin und 
definierte sie als „die Verbesserung zellulärer Aktivität durch die Manipulation 
enzymatischer, Transport- oder regulatorischer Funktionen der Zelle mittels 
rekombinanter DNA-Technologie“ (Bailey, 1991). Der Vorteil gegenüber klassischer 
Stammverbesserung via Mutagenese und Screening/Selektion lag darin, dass gezielt 
direkte genetische Veränderungen vorgenommen werden konnten. Zudem ermöglichte 
die rasante Entwicklung neuer Analyse- und Klonierungstechniken das zügige Einfügen 
genetischer Veränderungen und die anschließende Analyse der Folgen, was wiederum 
Impulse für weitere genetische Veränderungen gab (Nielsen, 2001). Im Rahmen der 
System-Biologie kann heutzutage durch die Integration von Transkriptom-, Proteom- 
und Metabolom-Daten eine möglichst umfassende Analyse biologischer Systeme 
erfolgen (Klapa & Quackenbush, 2003). Des Weiteren versetzte die im letzten Jahrzehnt 
des 20. Jahrhunderts stark zunehmende Sequenzierung bakterieller Genome 
Wissenschaftler in die Lage genomweite Modelle aufzustellen zu können, was zu einem 
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besseren Verständnis der zellulären Maschinerie führte (Heinzle, 2006). Als Konsequenz 
immer detaillierteren Wissens gewonnen mithilfe von z.B. Genomsequenzen und 
System-Biologie entstand die Fachrichtung der Synthetischen Biologie. Diese beschäftigt 
sich nicht mehr nur mit der Manipulation biologischer Systeme, sondern vielmehr mit 
der „Synthese komplexer, biologisch basierter oder inspirierter Systeme, welche 
Funktionen aufweisen, die nicht in der Natur existieren. Diese Konstruktions-Perspektive 
kann auf alle Hierarchie-Ebenen biologischer Strukturen angewandt werden – von 
einzelnen Molekülen bis hin zu ganzen Zellen, Geweben oder Organismen. Im 
Wesentlichen soll die Synthetische Biologie die Gestaltung biologischer Systeme in einer 
rationalen und systematischen Art und Weise erlauben“ (NEST, 2005). Das 
wahrscheinlich herausragendste Beispiel für Synthetische Biologie ist der Entwurf und 
die Zusammensetzung des 1,08 Mb großen Mycoplasma mycoides-Genoms und dessen 
darauffolgende Transplantation in eine Mycoplasma capricolum-Empfängerzelle durch 
Mitarbeiter des J. Craig Venter Instituts (Gibson et al., 2010). Venter zufolge sollen in 
Zukunft auch neue Lebensformen kreiert werden, um Energie zu gewinnen, 
Kohlendioxid zu binden oder Chemikalien zu produzieren (Spiegel, 2010). 
 
I.1.2 Industrielle Biotechnologie 
Industrielle Biotechnologie, welche auch als weiße Biotechnologie bezeichnet wird, ist 
laut dem Abkommen der Vereinten Nationen über Biodiversität (http://www.cbd.int/): 
„jede technologische Anwendung, die biologische Systeme, lebende Organismen oder 
deren Derivate nutzt, um Produkte oder Prozesse für eine spezifische Nutzung 
herzustellen oder zu modifizieren (Taussig et al., 2008). Dabei spielen sowohl 
Fermentationen als auch Ganzzell- oder enzymatische Biokatalyse eine Rolle“ (SusChem, 
2005). Die Palette an biotechnologischen Produkten umfasst Kraftstoffe, 
Massenchemikalien, Nahrungsmittel- und Futterzusätze, Textilien, Papier, Fein- und 
Spezialchemikalien wie z.B. Antibiotika, chirale Zwischenstufen für Pharmazeutika, 
Enzyme und Vitamine. Die Daten zu einigen biotechnologisch hergestellten Produkten 
sind in Tabelle I.1 dargestellt (Buchholz & Collins, 2010).  
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Tabelle I.1: Einige Beispiele biotechnologisch hergestellter Produkte. Angegeben sind ungefähre, globale 
Daten aus dem Zeitraum 2003-2005 (Buchholz & Collins, 2010). 
Produkt/Prozess Produktion (t/a) Marktwert (Mio. €) Firma 
Ethanol 37 500 000 15 000 Diverse 
Stärke >10 000 000  Diverse 
Glukose-Fruktose-Sirup 8 000 000 6400 ADS, A.E. Staley, Cargill, 
CPC (USA) 
L-Glutamat 1 500 000 1800 Ajinomoto,  
Tanabe Seiyaku (Japan) 
Zitronensäure 1 100 000 880 Diverse 
Isomalt >100 000  Südzucker, Cerestar (D) 
Vitamin C 80 000 640 DSM (NL), BASF (D), 
Takeda (Japan) 
Penicillin 45 000 Antibiotika Insgesamt: 
19 000 
DSM (NL), Bayer (D), 
Kaneka (Japan) 
Xanthan 40 000 336 Evonik (D) 
Cephalosporine 30 000   
Riboflavin (Vitamin B2) 30 000  BASF (D), DSM (NL) 
Cyclodextrine 5000 50 Wacker (D) 
Ephedrin 1500 110 BASF (D) 
Enzyme  1830 Novozymes (DK), 
Genencor (USA) 
 
Biobasierte Prozesse stellen eine Ergänzung zu chemischen Syntheseverfahren dar, da sie 
im Gegensatz zu diesen meistens unter milden Reaktionsbedingungen (Temperatur, 
Druck und pH) ablaufen und eine hohe chemo-, regio- und stereoselektive Umsetzung 
der Substrate in die gewünschten Produkte gewährleisten (DECHEMA, 2004). Sofern 
biobasierte Prozesse von nachwachsenden Rohstoffen ausgehen, stehen sie in 
Konkurrenz zu petrochemischen Verfahren. Diese nutzen fossile Kohlenstoffträger wie 
Rohöl, welche eines Tages erschöpft sein werden, als Ausgangsmaterial (Ulber & Sell, 
2007). Schon jetzt liegt der Rohöl-Preis bei einem historischen Maximum von über 110 
US-$/Barrel und ist seit dem Jahr 2000 um mehr als 300% angestiegen 
(http://www.opec.org/opec_web/en/). Die daraus resultierende Unsicherheit über 
zukünftige Kosten und Verfügbarkeit führte zu vermehrtem Interesse an alternativen, 
biobasierten Kraftstoffen (Alper & Stephanopoulos, 2009). So werden heutzutage schon 
den Kraftstoffen in Europa und den USA bis zu 10% und in Brasilien bis zu 25% 
Ethanol, welches aus Fermentation von Zuckern gewonnenen wurde, beigemischt 
(Buchholz & Collins, 2010). Korrosivität, Hygroskopizität und niedriger Energiegehalt von 
Ethanol machen jedoch die Erforschung anderer biobasierter Kraftstoffe wie Biodiesel 
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(Kalscheuer et al., 2006), Butanol (Dürre, 2007), längerkettiger Alkohole (Atsumi et al., 
2008) oder Wasserstoff (Maeda et al., 2008) notwendig. 
Zucker, Stärke, Lignocellulose, Molke, Pflanzenöle und Glyzerin können als Substrate für 
biotechnologische Prozesse genutzt werden (Peters, 2007). Einige Bakterien sind sogar 
in der Lage kohlenstoffhaltige Gase wie z.B. Syngas (ein Gasgemisch bestehend aus 
Kohlenmonoxid, Kohlendioxid und Wasserstoff) als Substrat zu nutzen (Köpke et al., 
2011). Weiterhin können biotechnologische Prozesse, z.B. in Bezug auf die Mäßigung 
des Klimawandels durch verringerte CO2-Emmissionen, umweltverträglicher sein. Ein 
Bespiel dafür ist die fermentative Vitamin B2-Produktion von BASF, bei der gegenüber 
der chemischen Synthese 30% weniger CO2 anfallen (Fessner & Anthonsen, 2008). 
 
I.1.3 Bakterielle Biopolymere und Polymerbausteine 
Ein Teilaspekt der industriellen Biotechnologie ist die Etablierung von Prozessen zur 
Herstellung von Polymeren oder Polymerbausteinen. Polymere sind Makromoleküle, 
welche durch die Verknüpfung kleinerer Moleküle, auch Monomere genannt, gebildet 
werden (Odian, 2004). Bakterien sind schon von Natur aus in der Lage eine ganze 
Bandbreite an Biopolymeren verschiedenster Funktionen zu synthetisieren. Diese weisen 
per se Materialeigenschaften auf, die industrielle Anwendungen ermöglichen. Jedoch 
wird mit 200.000 t/a nur ein geringer Teil der Weltkunststoffproduktion (ca. 
150 Mio. t/a) biotechnologisch aus nachwachsenden Rohstoffen hergestellt. Der 
Hauptanteil der Polymere wird aus ökonomischen Gründen petrochemisch synthetisiert 
(UBA, 2003). Neben den schon in I.1.2 aufgeführten allgemeinen Vorteilen von 
biotechnologischen gegenüber chemischen Prozessen werden weiterhin die biologische 
Abbaubarkeit durch mikrobielle Flora und die biologische Verträglichkeit als positive 
Aspekte von Biopolymeren angesehen. Die 4 Klassen der Biopolymere sind: 
Polysaccharide, Polyester, Polyamide und anorganischen Polyanhydride. Sie fungieren 
vorrangig als Speicherstoffe oder sind an der Bildung von Schutzstrukturen beteiligt. 
Polysaccharide wie Xanthan, Alginat, Dextran und Hyaluronsäure werden als 
Nahrungsmittelzusätze, Kosmetika, Arzneimittel und Appreturmittel eingesetzt (Rehm, 
2010).  
Von besonderem Interesse sind auch die hauptsächlich aus aktivierten 
3-Hydroxycarbonsäuren zusammengesetzten und zu den Polyestern zählenden 
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Polyhydroxyalkanoate (PHAs; Abbildung I.1). Diese akkumulieren normalerweise unter 
wachstumslimitierenden Bedingungen und Kohlenstoffüberschuss in den Zellen. Schon 
1926 entdeckte Lemoigne in Bacillus megaterium mit Poly(3-Hydroxybuttersäure) 
(P(3-HB)) das erste und gängigste PHA (Keshavarz & Roy, 2010). Mehr als 150 
Monomere, welche inkorporiert werden können, ermöglichen eine enorme Diversität an 
Homo- und Heteropolymeren mit verschiedensten chemischen und physikalischen 
Eigenschaften, was PHAs vielseitig einsetzbar macht (Steinbüchel & Lütke-Eversloh, 
2003). Rekombinante Produktion in E. coli führte zu verbesserten Ausbeuten bei 
schnellerem Wachstum (Schubert et al., 1988; Zhang et al., 1994) und ermöglichte die 
Produktion modifizierter PHAs mit besseren Materialeigenschaften (Aldor & Keasling, 
2003). PHAs können vielseitig eingesetzt werden, z.B. in der Verpackungsindustrie, als 
Beschichtungsmittel oder für medizinische Zwecke (Philip et al., 2007). Die 
Kommerzialisierung der unter dem Markennamen Mirel zusammengefassten PHA-
Kunststoffe, welche aus Zuckern hergestellt werden und deren biologische 
Abbaubarkeit kürzlich von europäischen Behörden und der FDA zertifiziert wurde, wird 
von den Firmen Metabolix und Archer Daniels Midland (ADM) betrieben 
(http://www.metabolix.com/). 
 
Abbildung I.1: Abgebildet ist die generelle Struktur der Monomere, welche mithilfe der PHA-Synthase zu 
PHA zusammengefügt werden. R1 und R2 stehen für Alkylgruppen mit C1 bis C13. S-CoA symbolisiert 
Coenzym A. Klassifiziert werden PHAs nach der Anzahl der Kohlenstoffatome, welche im Bereich 4 bis 14 
liegt, und der Art der Monomereinheiten resultierend in Homo- oder Heteropolymeren. PHAs mit 3 bis 5 
Kohlenstoffatomen werden als kurzkettige PHAs bezeichnet. Mittelkettige PHAs enthalten Monomere mit 
6 bis 14 Kohlenstoffatomen. 
 
Neben der direkten Fermentation von Polymeren haben sich auch Prozesse etabliert, die 
auf der Polymerisierung von durch Fermentation hergestellten Monomeren beruhen. 
Interessante mikrobiell produzierte Bausteine für Kondensationspolymere, welche durch 
die Eliminierung kleiner Moleküle wie Wasser entstehen, stellen z.B. Di- und 
Hydroxycarbonsäuren sowie Diamine und Diole dar. Diene (wie z.B. Isopren) und Enoate 
repräsentieren hingegen interessante Bausteine für Additionspolymere (Lee et al., 2011). 
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1,3-Propandiol (1,3-PDO) ist ein Beispiel eines mikrobiell produzierten Polymerbausteins. 
Es wird hauptsächlich zur Herstellung des Polyesters Polytrimethylenterephtalat (PTT) 
eingesetzt. Dies geschieht durch Polykondensation mit petrochemisch hergestellter 
Terephtalsäure (Abbildung I.1) (Zeng & Sabra, 2011). Die Anwendungsgebiete von PTT, 
welches auch unter dem Namen Sorona 3GT bekannt ist, sind beispielsweise die 
Bekleidungs-, Automobil- und Teppichindustrien (Liu et al., 2010).  
 
Abbildung I.2: Schematische Darstellung der Polykondenstation von 1,3-PDO mit Terephtalsäure zu PTT, 
welches somit zu einem Drittel aus Nachwachsenden Rohstoffen besteht. 
 
In einem Kooperations-Projekt haben die Firmen DuPont und Genencor einen 
rekombinanten E. coli-Stamm generiert, der in der Lage ist aus Mais-basierter Glukose 
über die Zwischenstufe Glyzerin 1,3-PDO herzustellen (Emptage et al., 2001). Die 
genetischen Modifikationen, welche zu einer Produktion von 129 g/L 1,3-PDO führen, 
sind in Abbildung I.3 dargestellt. Durch die Biosynthese können im Vergleich zur auf 
Acrolein basierenden petrochemischen Synthese 40% Energie eingespart und die 
Treibhausgas-Emissionen um 20% gesenkt werden. 1,3-PDO kann auch durch Wildtyp-
Organismen wie z.B. Klebsiella, Citrobacter, Lactobacillus und  Clostridium spp. aus 
Glyzerin hergestellt werden (Liu et al., 2010). Differenzieren kann man dabei aufgrund 
zweier verschiedener Glyzerin-Dehydratase-Arten zwischen der Vitamin B12-
unabhängigen Biosynthese, welche ausschließlich in Clostridium butyricum vorkommt 
und der Vitamin B12-abhängigen Biosynthese in allen anderen natürlichen Produzenten, 
welche von DuPont auch zur rekombinanten 1,3-PDO-Herstellung in E. coli eingesetzt 
wird (Raynaud et al., 2003). Der 1,3-PDO-Stoffwechselweg ausgehend von Glyzerin ist 
schon lange bekannt, hat aber seit dem letzten Jahrzehnt wieder an Bedeutung 
gewonnen. Das hängt insbesondere mit der erhöhten Produktion an Biodiesel und dem 
dabei zu 10% als Nebenprodukt anfallenden Glyzerin zusammen, was zeitweise zu 
einem Überschuss an Glyzerin auf dem Weltmarkt und sinkenden Preisen führte (Frost & 
Sullivan, 2006).  
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Abbildung I.3: Von DuPont und Genencor in E. coli vorgenommene genetische Modifikationen zur 
Produktion von 1,3-PDO aus Glukose (Emptage et al., 2001). Exprimiert sind die Gene des Glyzerin-
Biosynthesewegs aus Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) bestehend aus Glyzerin-3-Phosphat-
Dehydrogenase und Glyzerin-3-Phosphatase sowie die Gene des 1,3-PDO-Biosynthesewegs aus Klebsiella 
pneumoniae (K. pneumoniae) bestehend aus Glyzerin-Dehydratase, Reaktivierungsfaktor und 1,3-PDO-
Dehydrogenase. Die unspezifische Alkohol-Dehydrogenase YqhD aus E. coli ist ebenfalls in der Lage 
3-HPA zu 1,3-PDO umzusetzen. Zudem wurden die Gene der Triosephosphat-Isomerase, Glyzerin-Kinase 
und Glyzerin-Dehydrogenase deletiert, um den Kohlenstofffluss zu konkurrierenden Stoffwechselwegen 
zu verhindern. DHAP Dihydroxyacetonphosphat, 3-PG 3-Phosphoglyzerat, G3P Glyzerin-3-Phosphat, DHA 
Dihydroxyaceton, 3-HPA 3-Hydroxypropionaldehyd. 
 
Polymilchsäure (Polylactic Acid; PLA) ist das Homopolymer der Milchsäure und wird wie 
PTT chemisch polymerisiert. Einer der weltweit größten PLA-Produzenten mit bis zu 
140.000 t/a ist die Cargill-Tochterfirma NatureWorks LLC. PLA besteht im Gegensatz zu 
PTT zu 100% aus nachwachsenden Rohstoffen. Milchsäure kann aus verschiedensten 
Zuckerquellen mithilfe anaerober Fermentation von nicht gentechnisch veränderten 
Lactobacillus spp. als enantiomerenreine Substanz oder Racemat produziert werden 
(Abbildung I.4). Bei den kommerziellen Produktionsprozessen werden homofermentative 
Organismen wie L. delbrueckeii, L. bulgaricus oder L. leichmanii, welche eine Ausbeute 
von nahezu 1 g Milchsäure pro g Glukose aufweisen, eingesetzt (Sauer et al., 2008). Die 
Produkttiter in Batch-Fermentationen betragen in der Regel etwa 100 g/L (Datta & 
Henry, 2006). Während der Fermentation wird der pH z.B. mittels Kalziumkarbonat, 
Kalziumhydroxid, Magnesiumhydroxid, Natriumhydroxid oder Ammoniumhydroxid 
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konstant gehalten. Die während der Fermentation produzierte Milchsäure muss 
zunächst von der Fermentationsbrühe separiert und darauf folgend aufgereinigt 
werden, um für die Polymerisation einsetzbar zu sein. Neutralisation durch eine Base 
gefolgt von Filtration, Konzentration und Ansäuerung ist der traditionelle Prozess, um 
Milchsäure aufzureinigen, bei dem jedoch z.B. Gips (Kalziumsulfat) als Nebenprodukt 
anfällt. Zur Aufreinigung von Milchsäure ist ebenfalls Flüssig-Flüssig-Extraktion oder 
Veresterung mit Alkohol gefolgt von Destillation und Hydrolyse möglich. Alle drei 
Verfahren können mit weiteren Aufreinigungstechniken wie Ultra- oder Nanofiltration, 
Elektrodialyse und Ionenaustausch kombiniert werden (Sodergard & Stolt, 2002). Eine 
Alternative zu Batch-Fermentationen sind kontinuierliche Fermentationen, bei denen 
Kultivierung, Zellrückhaltung und initiale Produktaufreinigung miteinander verknüpft 
werden und dadurch eine höhere Produktivität erzielt werden kann (Sauer et al., 2008). 
Zusätzliche Ansäuerung und damit verbundene Akkumulation von Gips als 
Nebenprodukt entfallen beim Einsatz rekombinanter Hefen zur Milchsäureproduktion. 
Hierbei kann der pH während Fermentationen so niedrig gehalten werden, dass die 
Milchsäure gänzlich oder partiell als freie Säure vorliegt. (Suominen et al., 2007). 
PLA kann aus Milchsäure mittels direkter Polykondensation oder durch 
Ringöffnungspolymerisation (ROP) gebildet werden (Abbildung I.4). Da die direkte 
Polykondensation zu einem Polymer mit geringem Molekulargewicht führt, was 
unterdurchschnittliche Materialeigenschaften aufweist, gilt die ROP als 
Standardmethode (Gruber & O'Brien, 2004).  
 
Abbildung I.4: Schematische Darstellung der Herstellung von PLA. Anaerobe Fermentation von 
Lactobacillus spp. dient der Produktion von Milchsäure aus verschiedensten Zuckerquellen. Der 
Aufreinigung von Milchsäure aus der Fermentationsbrühe folgen Polykondensation zum Präpolymer, 
Depolymerisation zum Lactid und ROP zu PLA mithilfe von Schwermetallkatalysatoren. Die Stereochemie 
ist hier nicht berücksichtigt. 
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NatureWorks LLC stellt zwei Produkte her. Das als NatureWorks PLA bekannte 
polylactid-basierte Kunstharz dient als Verpackung oder Kunststoff während die als 
Ingeo bekannten polylactid-basierten Fasern für die Textilindustrie eingesetzt werden 
(Datta & Henry, 2006). 
Inzwischen gelang auch die in der Natur nicht vorkommende, rein fermentative 
Produktion von PLA in rekombinanten E. coli-Stämmen, welche mit im Labor evolvierter 
Propionat-CoA-Transferase und PHA-Synthase ausgestattet wurden. Durch zusätzliche 
Umleitung des Kohlenstoffflusses konnten Stämme generiert werden, die aus Glukose 
bis zu 11% (w/w Zelltrockenmasse; ZTM) des PLA-Homopolymers bilden (Taguchi et al., 
2008; Jung et al., 2010). 
 
I.2 3-Hydroxypropionsäure als Plattformchemikalie und 
Polymerbaustein 
I.2.1 Bedeutung und chemische Synthese von 3-HP 
3-Hydroxypropionsäure (3-HP), das Stellungsisomer der Milchsäure, ist ein C3-Baustein 
mit dem Potenzial sich zu einer Plattformchemikalie zu entwickeln. Verdeutlicht wird die 
Bedeutung von 3-HP durch ihre Erhebung zu einer der „Top 12“ wertschöpfenden 
Chemikalien aus Biomasse seitens der US-Energiebehörde (Department of Energy; DOE) 
(DOE, 2004c) mit einem projizierten Marktvolumen von 3,6 Mio. t/a (DOE, 2004b). 
Gerechtfertigt wird dieser Status durch den möglichen Einsatz von 3-HP als 
Nahrungsmittel-, Futtermittelzusatz oder Konservierungsmittel (Gokarn et al., 2002), 
aber auch durch die Möglichkeit chemisch zu weiteren interessanten, normalerweise 
petrochemisch hergestellten Chemikalien zu gelangen. Zu diesen möglichen chemischen 
Reaktionen zählen die Reduktion zu 1,3-PDO, die Dehydratation zur Acrylsäure, die 
Oxidation zur Malonsäure, die Veresterung zu 3-Hydroxymethylpropionat, die 
Zyklisierung zu Propiolacton und die Aminierung zu 3-Hydroxypropylamid (Abbildung 
I.5). Der interessanteste Einsatzbereich für 3-HP ergibt sich jedoch aus dem Einsatz als 
Monomer in der Polymersynthese (Gokarn et al., 2002). Das Homopolymer Poly(3-HP) ist 
ähnlich wie PLA biologisch abbaubar und daher verglichen mit anderen Kunststoffen aus 
ökologischer Sicht attraktiv (Kasuya et al., 1996; Nishida et al., 1998). Die 
Bioverträglichkeit dieses Polymers macht es z.B. als chirurgischen Bioverbundwerkstoff 
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oder als Drug-Release-Material einsetzbar. Zudem weist Poly(3-HP) wünschenswerte 
mechanische Eigenschaften wie Rigidität, Plastizität und eine außergewöhnliche 
Zugfestigkeit von über 400 MPa gepaart mit einer hohen Glasübergangstemperatur und 
einer Schmelztemperatur von über 170 °C auf (Zhang et al., 2004a). In der 
Gegenüberstellung mit PLA sind fehlende Seitenketten-Methylgruppen zudem von 
Vorteil, da diese intermolekulare Wasserstoffbrücken durch sterische Hinderung 
schwächen können und somit die Festigkeit des Materials beeinträchtigen (Zhu et al., 
2004). Analog zu PLA erlaubt die säure-, base- oder salzkatalysierte ROP von 
β-Propiolacton (Gresham et al., 1948; Noltes et al., 1970; Ouhadi & Heuschen, 1975; 
Jedlinski et al., 1995; Yamashita et al., 1996) verglichen mit der direkten 
Polykondensation von 3-HP-Estern (Nanba et al., 1994) ein hohes Maß an Kontrolle über 
das Molekulargewicht von Poly(3-HP). Dieses hohe Maß an Kontrolle wird auch bei der 
ROP von direkt aus 3-HP erzeugten, makrozyklischen Estern zu Poly(3-HP) gewährleistet 
(Zhang et al., 2004b). Dass dadurch der Umgang mit dem hochkanzerogenen 
β-Propiolacton vermieden wird, ist weiterhin ein großer Vorteil (Corma et al., 2007) 
 
Abbildung I.5: Potenzielle chemische Routen für die Umwandlung von 3-HP zu industriell relevanten 
Produkten (Della Pina et al., 2011). 1,3-PDO wird als Polymerbaustein genutzt, kann aber schon durch 
direkte Fermentation aus Glukose oder Glyzerin hergestellt werden (I.1.3). Acrylsäure und ihre Derivate 
werden als Monomere in der Herstellung zahlreicher Polymere eingesetzt. Gegenwärtig erfolgt die 
Synthese von 3-HP kostengünstig durch die Oxidation von Propen aus fossilen Quellen. Malonsäure und 
die entsprechenden Ester sind wichtige Vorläufer in der Vitamin B1- und Vitamin B6-Biosynthese. 
Malonsäure wird gängigerweise durch die Oxidation von Malat oder Hydrolyse der Cyanessigsäure 
gebildet. 
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3-HP kann z.B. aus Formaldehyd und Keten über β-Propiolacton (Long & Purchase, 
1950) oder aus Propen via Acrolein und Acrylsäure (Ishida & Ueno, 2000; Meng et al., 
2004) synthetisiert werden. Aufgrund des Umgangs mit gesundheitsschädlichen 
Substanzen im ersten Syntheseweg (IARC, 1999) und drastisch gestiegenem 
Acrylsäurepreis, was den zweiten Syntheseweg wirtschaftlich unattraktiv macht (Della 
Pina et al., 2011), verknüpft mit der allgemeinen Instabilität von 3-HP angesichts der 
stets drohenden Eliminierung zu Acrylsäure, wird die chemische Synthese bisher 
kommerziell nicht im großen Maßstab angewendet. Zwar wird 3-HP von einigen 
Chemieunternehmen wie z.B. TCI in geringen Mengen produziert, jedoch ist es mit 5,94 
bis 7,79 €/g deutlich teurer als andere Plattformchemikalien wie beispielsweise 1,3-PDO 
mit 0,12 bis 0,46 €/g. Das limitiert die Evaluierung neuer Einsatzgebiete für 3-HP, ist 
aber gleichzeitig eine Chance für die Etablierung eines biologischen Synthesewegs, 
welcher nachhaltig und überdies noch ökonomisch konkurrenzfähig ist. 
 
Abbildung I.6: Petrochemische Synthese von 3-HP. β-Propiolacton kann mithilfe von Lewis-Säuren wie 
AlCl3, ZnCl2 oder BF3 durch eine Cycloaddition aus Keten und Formaldehyd dargestellt werden. Durch 
alkali- und säurekatalysierte Hydrolyse wird β-Propiolacton dann zu 3-HP umgesetzt. Auch die Hydratation 
von Acrylsäure in Anwesenheit einer Base oder durch Säurekatalyse mit flüssiger Mineralsäure und festem 
Katalysator führt zu 3-HP. 
 
I.2.2 Natürliches Vorkommen von 3-HP 
3-HP wurde schon in Organismen aller drei Reiche nachgewiesen. Als Intermediat in den 
autotrophen CO2-Fixierungs-Stoffwechselwegen kommt 3-HP im Grünen 
Nichtschwefelbakterium Chloroflexus aurantiacus (C. aurantiacus) sowie in Archaeen, 
hauptsächlich in der Familie der Sulfolobaceae, vor (Ishii et al., 2004; Berg et al., 2007). 
Gluconobacter suboxydans und Desulfovibrio carbinolicus können in Spuren 1,3-PDO zu 
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3-HP oxidieren, jedoch ist unbekannt, welche Enzyme diese Reaktion katalysieren 
(Kersters & Deley, 1963; Nanninga & Gottschal, 1987). In endophytischen Pilzen konnte 
3-HP in geringen Mengen im Zusammenhang mit seiner nematiziden Wirkung gegen 
parasitische Pflanzenfadenwürmer nachgewiesen werden (Schwarz et al., 2004). Die 
Produktion von 3-HP aus Acrylsäure wurde in Alcaligenes faecalis M3A und 
Rhodococcus erythropolis (R. erythropolis) LG12 beobachtet. Letztere produzieren sogar 
bis zu 17,5 g/L 3-HP bei einer Ausbeute von 0,44 g/g Acrylsäure (Ansede et al., 1999; 
Lee et al., 2009). Candida rugosa ist in der Lage 3-HP aus Glukose über einen 
modifizierten β-Oxidationsweg, dem Propionsäure-Stoffwechselweg, zu bilden 
(Hasegawa et al., 1982; Zhou et al., 2011a). Weiterhin setzen Desulfovibrio spp., 
Ilyobacter polytropus und Pelobacter venetianus auf unbekanntem Wege Glyzerin zu 
3-HP um (Schink & Stieb, 1983; Stieb & Schink, 1984; Qatibi et al., 1998).  
Bei Lactobacillus spp. wurde ebenfalls die Umsetzung von Glyzerin zu 3-HP beobachtet 
(Sobolov & Smiley, 1960; Talarico et al., 1988; Garai-Ibabe et al., 2008). Interessant bei 
Lactobacillus, insbesondere Lactobacillus reuteri (L. reuteri), ist die Tatsache, dass 3-HPA, 
welches die Vorstufe von 3-HP ist, sehr effizient aus Glyzerin mittels ruhender Zellen 
produziert werden kann. Dabei werden die Zellen zunächst anaerob angezogen und in 
einem zweiten Schritt mit Glyzerin inkubiert. Bis zu 18 g/L 3-HPA wurden so aus 37 g/L 
Glyzerin hergestellt. Als Limitation des Prozesses konnte jedoch die mit zunehmender 
Dauer abnehmende Vitalität der Zellen ausgemacht werden (Doleyres et al., 2005). 
Diese ist eine Folge der Toxizität von 3-HPA, welches in wässrigen Lösungen im 
Gleichgewicht mit seinem Dimer (Reuterin) und Hydrat vorliegt. Alle drei Komponenten 
werden auch als HPA-System bezeichnet (Vollenweider et al., 2003). Die antimikrobielle 
Wirkung des HPA-Systems gegen gramnegative Pathogene führt dazu, dass 
Lactobacillus spp. im intestinalen Trakt der Gesundheit von Mensch und Tier förderlich 
sind (Cleusix et al., 2007; Schaefer et al., 2010; Vollenweider et al., 2010). Höhere 
Produktivität mit bis zu 150 g/L 3-HPA im Batch konnte mit L. reuteri durch Optimierung 
der Biomasseproduktion, Immobilisierung der Zellen und den Einsatz des Fängerstoffs 
Carbohydrazid erzielt werden. 3-HPA wird unter diesen Umständen vom Fängerstoff 
gebunden und bildet ein Hydrazon. Als Folge daraus ergab sich eine verringerte Toxizität 
und dadurch eine längere Biokatalysator-Lebenszeit, welche eine längere 3-HPA-
Produktionsphase erlaubt. Als Nebenprodukte wurden 6,4 g/L 1,3-PDO und 5,9 g/L 3-HP 
gebildet (Haas et al., 2010; Krauter et al., 2012). 
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Die Basis für die Umsetzung von Glyzerin zu 3-HPA in L. reuteri bildet ein 200 kDa 
großes Vitamin B12-abhängiges Enzym, welches zusätzlich in der Lage ist 1,2-Propandiol 
(1,2-PDO) zu Propionaldehyd umzusetzen (Talarico & Dobrogosz, 1990). Das im eng mit 
L. reuteri verwandten L. collinoides besser charakterisierte, aus drei Untereinheiten à 63, 
28 und 22 kDa bestehende Protein wird aufgrund hoher Homologie zu den Enzymen 
DdrABC aus Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) und Salmonella typhimurium auch als Diol-
Dehydratase bezeichnet (Sauvageot et al., 2002a; Sauvageot et al., 2002b). Die drei 
Untereinheiten werden innerhalb des pdu-Operons von pduC (Lreu_1747), pduD 
(Lreu_1746) und pduE (Lreu_1745) kodiert und kommen in proteinösen 
Mikrokompartimenten, den sogenannten Metabolosomen oder Carboxysomen vor 
(Sriramulu et al., 2008). Diese kommen auch in Salmonella enterica (S. enterica) vor und 
schirmen dort den Rest der Zelle vor Schäden durch die hochreaktiven aldehydischen 
Produkte der Diol-Dehydratase ab (Sampson & Bobik, 2008). Begünstigt wird die hohe 
Aktivität der Diol-Dehydratase auch durch die Verfügbarkeit des Cofaktors Vitamin B12, 
dessen Biosynthese-Gencluster in L. reuteri nachgewiesen werden konnte. Er besteht 
aus 27 offenen Leserastern (Open Reading Frames; ORFs) und vereint die cbi-, cob- und 
hem-Gene in einem genetischen Lokus (Santos et al., 2008). Stromaufwärts angrenzend 
konnte anhand der Genomsequenz von L. reuteri das pdu-Operon, welches auch die 
Gene der Diol-Dehydratase beinhaltet, lokalisiert werden (Morita et al., 2008). Zudem 
wurden erste Anhaltspunkte für eine gemeinsame Regulation beider Cluster in L. reuteri 
durch einen PocR-ähnlichen Transkriptionsfaktor geliefert (Santos et al., 2011). Essenziell 
für die Aktivität der Diol-Dehydratase ist auch der Diol-Dehydratase-
Reaktivierungsfaktor, welcher jeweils von pduG (Lreu_1744) und pduH (Lreu_1743) 
kodiert wird. Bei einem Proteinsequenzvergleich konnte gezeigt werden, dass PduG zu 
60% identisch mit der großen Untereinheit der Reaktivierungsfaktoren in S. enterica 
und K. oxytoca ist (Sauvageot et al., 2002a). Die Reaktivierung der Diol-Dehydratase ist 
notwendig, da es durch Glyzerin zu einer irreversiblen Spaltung der Co-C-Bindung des 
Coenzyms B12 kommt, welche die Bildung von 5‘-Desoxyadenosin und einer 
Alkylcobalamin-Spezies zur Folge hat. Das inaktivierte Coenzym bleibt eng am Enzym 
gebunden, welches dadurch ebenfalls inaktiviert wird. Der Reaktivierungsfaktor tauscht 
in Anwesenheit von Magnesium und Adenosintriphosphat (ATP) den modifizierten 
gegen einen intakten Cofaktor aus, wodurch das Enzym wieder aktiviert wird (Daniel et 
al., 1998). 
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Einige Studien liefern Anhaltspunkte dafür, dass eine enzymatische Dismutation von 
3-HPA für die Produktion von 3-HP in L. reuteri verantwortlich ist, da 3-HP stets in 
Verbindung mit 1,3-PDO vorkommt (Slininger et al., 1983; Talarico et al., 1988). 
Obwohl der Mechanismus unbekannt ist, sind Alkohol-Dehydrogenasen beschrieben 
worden, die eine Dismutation von Aldehyden katalysieren können (Velonia & Smonou, 
2000). Kürzlich veröffentlichte Daten deuten darauf hin, dass die Produktion von 
1,3-PDO und 3-HP in L. reuteri wahrscheinlich durch verschiedene Enzyme katalysiert 
wird (Abbildung I.7).  
 
Abbildung I.7: Postulierter Stoffwechselweg für Umsetzung von Glyzerin zu 3-HP und 1,3-PDO in 
L. reuteri abgeleitet vom 1,2-PDO-Degradations-Stoffwechselweg (Sriramulu et al., 2008; Luo et al., 
2011a). Für die Phosphat-Propanoyltransferase (PduL; Lreu_1739) und die Propionat-Kinase (PduW; 
Lreu_1733) sind die entsprechenden Aktivitäten noch nicht verifiziert worden. 3-HP-CoA 
3-Hydroxypropionyl-CoA, NAD(P)+ Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-(Phosphat), NADH/NADPH 
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form). 
 
So konnte durch Expressions- und Deletionsexperimente gezeigt werden, dass die 
Dehydrogenase PduQ (Lreu_1734) für die 1,3-PDO-Bildung in ruhenden Zellen 
verantwortlich ist (Stevens et al., 2011). Für die in den Carboxysomen vorkommende 
Propanoyl-CoA-Dehydrogenase (PduP; Lreu_1735) konnte in vitro nachgewiesen 
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werden, dass 3-HPA als Substrat akzeptiert wird (Luo et al., 2011a). Der weitere Weg 
vom entstehenden 3-HP-CoA ist nicht aufgeklärt, wurde aber schon postuliert.  
 
I.2.3 Metabolic Engineering-Ansätze zur Produktion von 3-HP 
Bedingt dadurch, dass die natürlichen Stoffwechselwege, die zu 3-HP führen, nur 
geringe Mengen des selbigen akkumulieren und oft nicht im Detail verstanden sind, gab 
es in den letzten Jahren viele Ansätze zur rekombinanten Produktion von 3-HP. Die 
meisten davon nutzen den Modellorganismus E. coli als zelluläres Chassis für das 
Implementieren entsprechender heterologer Stoffwechselwege. In diesem 
Zusammenhang sind alle möglichen, zu 3-HP führenden Stoffwechselwege in einigen 
theoretischen Studien zusammengefasst und bezüglich ihrer Länge, Ausbeute und 
Thermodynamik evaluiert worden (Jiang et al., 2009; Cho et al., 2010; Henry et al., 
2010). Grundsätzlich können rekombinante Stämme, welche 3-HP aus Glukose 
produzieren von solchen die 3-HP aus Glyzerin produzieren unterschieden werden.  
Mögliche Routen ausgehend von Glukose via Milchsäure, Malonyl-CoA oder β-Alanin zu 
3-HP wurden von den Firmen Cargill und Novozymes untersucht (Gokarn et al., 2002; 
Berry, 2009), welche 2008, unterstützt vom DOE, ihre Kompetenzen zur Entwicklung 
eines Prozesses zur Produktion von Acrylsäure über 3-HP bündelten. Als 
aussichtsreichste Stoffwechselwege wurden die in Abbildung I.8 dargestellten 
angesehen. Durch Expression einer evolvierten β-Alanin/α-Ketoglutarat-
Aminotransferase aus Streptomyces avermitilis (S. avermitilis), einer evolvierten 
3-Hydroxyisobutyrat-Dehydrogenase aus Pseudomonas putida (P. putida) und der 
Aspartat-Decarboxylase aus S. avermitilis konnten bis zu 2,7 g/L 3-HP in E. coli 
produziert werden. Des Weiteren wurden zur Eliminierung konkurrierender 
Stoffwechselwege z.B. Deletionen der Phosphat-Acetyltransferase-, Alkohol-
Dehydrogenase-, Fumarat-Reduktase-, Laktat-Dehydrogenase- und Pyruvat-Oxidase-
Gene durchgeführt (Jessen et al., 2008). 
Mithilfe des selben Stoffwechselwegs konnte laut einem Patent der Firma Degussa 
(heute Evonik) durch homologe Expression des Aspartat-Decarboxylase-Gens panD 
2,1 g/L β-Alanin in Corynebacterium glutamicum produziert werden (Marx et al., 2007). 
Über weitere Schritte zur 3-HP-Produktion ist in diesem Zusammenhang nichts 
veröffentlicht worden. Eine Kombination aus dem patentierten Prozess zur 3-HPA 
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Produktion in L. reuteri (Haas et al., 2010) mit der ebenfalls patentierten Oxidation von 
3-HPA zu 3-HP in Gegenwart eines Platin- oder Palladiumkatalysators (Haas et al., 1998) 
könnte eine Alternative eines rein biotechnologischen Prozesses darstellen. 
Die Produktion von β-Alanin ist alternativ auch über α-Alanin möglich (Abbildung I.8). 
Eine für die Katalyse dieser Reaktion geeignete Alanin-2,3-Aminotransferase konnte von 
Cargill aus Lysin-2,3-Aminomutasen evolviert werden (Liao et al., 2003). Die 
Coexpression der Flavodoxin-, Ferredoxin- oder Flavodoxin-Reduktase-Gene führte 
darüber hinaus zur Steigerung der Aktivität dieses S-Adenosylmethionin(SAM)-
abhängigen Enzyms und der β-Alanin-Produktion in den Zellen (Gokarn et al., 2007).  
 
Abbildung I.8: Stoffwechselwege zur Produktion von 3-HP in E. coli nach Jessen et al. (2008). PEP kann 
entweder direkt oder über Pyruvat zu Oxalacetat umgesetzt werden. Von Pyruvat ausgehend kann man 
über zwei verschiedene Wege zu β-Alanin gelangen. PEP Phosphoenolpyruvat, ADP Adenosindiphosphat, 
Pi anorganisches Phosphat. 1 PEP-Carboxylase, 2 Pyruvat-Carboxylase, 3 Aspartat-Aminotransferase, 4 
Aspartat-Decarboxylase, 5 Alanin-Aminotransferase, 6 Alanin-2,3-Aminotransferase, 7 β-Alanin/α-
Ketoglutarat-Aminotransferase, 8 3-Hydroxyisobutyrat-Dehydrogenase. 
 
Ein schon im Pilotmaßstab betriebener Prozess von OPX Biotechnologies zur Produktion 
von Acrylsäurepolymeren über biotechnologisch hergestellte 3-HP aus Glukose beruht 
auf einem rekombinanten E. coli-Stamm mit den in Abbildung I.9 dargestellten 
genetischen Modifikationen. Dieser Designer-Mikroorganismus produziert unter den 
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beschriebenen Bedingungen bis zu 44,1 g/L 3-HP bei einer Ausbeute von bis zu 
0,46 g/g. Als Schlüsselenzym für die 3-HP-Produktion fungiert die Malonyl-CoA-
Reduktase aus dem 3-HP-Zyklus von C. aurantiacus (I.2.2) (Hügler et al., 2002). Der 
Acetyl-CoA-Carboxylase/ Carboxyltransferase Enzymkomplex liefert die Vorstufe 
Malonyl-CoA, für deren Reduktion die Pyridinnukleotid-Transhydrogenase genügend 
Cofaktor zur Verfügung stellt (Lynch et al., 2011). Als Alternative oder Ergänzung 
wurden 2-Oxosäure-Decarboxylase Enzymvarianten evolviert, welche den in Abbildung 
I.8 dargestellten Stoffwechselweg ermöglichen, indem sie die Reaktion von Oxalacetat 
direkt zu Malonat-Semialdehyd ermöglichen (Lynch, 2011). 
 
Abbildung I.9: Schematische Darstellung der Auswirkungen der genetischen Modifikationen auf den 
Stoffwechsel eines von OPX Biotechnologies konstruierten E. coli-Stamms zur Produktion von 3-HP aus 
Glukose (Lynch et al., 2011). Dieser Stamm enthält Deletionen der Gene für 1) Methylglyoxal-Synthase, 2) 
Formiat-Acetyltransferase, 3) Laktat-Dehydrogenase, 4) Pyruvat-Oxidase, 5) Phosphat-Acetyltransferase 
und Acetat-Kinase sowie 6) Alkohol-Dehydrogenase. Die Gene der 7) Acetyl-CoA-Carboxylase/ Carboxyl-
Transferase aus E. coli, 8) Malonyl-CoA-Reduktase aus Chloroflexus aurantiacus und 9) Pyridinnukleotid-
Transhydrogenase wurden zusätzlich exprimiert. 10) Das Gen der Enoyl-Acyl-Carrierprotein-Reduktase 
wurde gegen das einer temperatursensitiven Variante (S241F) ausgetauscht, welche ab einer bestimmten 
Temperatur denaturiert vorliegt. GAP Glyzerinaldehyd-3-Phohsphat, ACP Acyl-Carrierprotein. 
 
Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeiten von OPX lag in der Untersuchung der 
Auswirkungen der Expression von 3-HP-Toleranz vermittelnden Genen, welche mithilfe 
der SCALEs-Methode (Lynch et al., 2007) identifiziert wurden. Das war notwendig, da 
3-HP schon ab einer Konzentration von 10 g/L toxisch für E. coli ist (Warnecke et al., 
2008; Warnecke-Lipscomb et al., 2010; Warnecke et al., 2010). Auch die Unterbindung 
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der Produktion des hochtoxischen 3-HPAs aus 3-HP durch die Deletionen verschiedener 
Aldehyd-Dehydrogenasen wurde untersucht (Lynch & Mercogliano, 2010). Die 
Aufreinigung der auf diese Weise hergestellten 3-HP erfolgte mittels Extraktion mit 
einem tertiären Amin und einem weiteren Lösungsmittel, die Dehydratation zu 
Acrylsäure mithilfe von Schwefelsäure, gefolgt von einer radikalischen oder 
Substanzpolymerisation (Lynch et al., 2011). 
Im Zuge der großen Verfügbarkeit an Glyzerin durch erhöhte Biodieselproduktion Mitte 
des letzten Jahrzehnts, resultierend in einem Preisabfall von bis zu 50% auf ca. 500 €/t 
in Deutschland, ist Glyzerin als günstige Kohlenstoffquelle für biotechnologische 
Prozesse in Betracht gezogen worden (DOE, 2004a; Frost & Sullivan, 2006; McCoy, 
2006; Coombs, 2007). Ähnlich zu 1,3-PDO (I.1.3) kann 3-HP in einer 
Zweischrittbiosynthese aus Glyzerin hergestellt werden (Abbildung I.10). Der erste 
Schritt, die Reduktion von Glyzerin zu 3-HPA mittels Glyzerin-Dehydratase, ist identisch 
zur 1,3-PDO-Produktion. Der zweite Schritt unterscheidet sich hingegen, da eine 
Oxidation statt einer Reduktion von 3-HPA notwendig ist. Weil kein Enzym bekannt war, 
das diese Reaktion natürlicherweise katalysiert, befassten sich erste Untersuchungen mit 
der Identifizierung einer geeigneten Aldehyd-Dehydrogenase. Die Aldehyd-
Dehydrogenase 4 (Ald4) aus S. cerevisiae wies dabei die beste Substratspezifität auf. Ein 
E. coli-Stamm, der das Gen dieser Aldehyd-Dehydrogenase (ALD4) sowie die Gene der 
Glyzerin-Dehydratase aus K. pneumoniae (dhaB123) exprimierte, war in der Lage im 
Schüttelkolbenmaßstab geringe Mengen 3-HP (0,17 g/L) zu produzieren (Suthers & 
Cameron, 2001). Als Weiterentwicklung konnten mit der Aldehyd-Dehydrogenase H 
(AldH) aus E. coli 0,58 g/L 3-HP durch einen rekombinanten E. coli-Stamm hergestellt 
werden (Jo et al., 2008; Raj et al., 2008). Durch Optimierung der 
Kultivierungsbedingungen einschließlich des pH-Werts, des Verhältnisses von Flüssigkeit 
zum Schüttelkolbenvolumen sowie der Substrat- und Induktorkonzentration konnte 
dieser Titer auf 4,4 g/L gesteigert werden. Im Fermentationsmaßstab war es möglich 
mittels Fed-Batch und pH-Stat einen Titer von 31 g/L bei einer Ausbeute von 0,35 g/g zu 
erzielen (Raj et al., 2009). Durch zusätzliche Coexpression des Glyzerin-Dehydratase-
Reaktivierungsfaktors (GdrAB), dessen Aktivität vergleichbar mit der des Diol-
Dehydratase-Reaktivierungsfaktors ist (I.2.2) und der α-Ketoglutarat-Semialdehyd-
Dehydrogenase (AraE) aus Azospirillum brasilense (A. brasilense) (Watanabe et al., 2006; 
Watanabe et al., 2007) konnte bei gleicher Ausbeute eine Erhöhung des Titers auf 
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38,7 g/L 3-HP erreicht werden (Rathnasingh et al., 2009). Trotz dieses Titers konstatieren 
die Autoren der Studie, dass Raum für Verbesserung vorhanden ist. Die Abnahme der 
Enzymaktivitäten im Verlauf der Fermentation führt zu verminderter 3-HP-Produktion. 
Fernerhin liegt ein Redox-Ungleichgewicht als Ergebnis der NAD-abhängigen 3-HPA 
Oxidation vor (Rathnasingh et al., 2009). In einer späteren Publikation wird zusätzlich 
eingeräumt, dass die Zugabe des teuren Vitamin B12 ein großes Manko hinsichtlich der 
Kommerzialisierung dieses Prozesses darstellt (Rathnasingh et al., 2011). Vitamin B12 
wurde während der 72 h dauernden Fermentation, ebenso wie der Induktor 
Isopropylthiogalaktosid (IPTG) und die Medienkomponenten inklusive Antibiotikum und 
Hefeextrakt, insgesamt sechsmal hinzugefügt (Rathnasingh et al., 2009).   
 
Abbildung I.10: In E. coli installierter Zweischritt-Stoffwechselweg zur Umsetzung von Glyzerin zu 3-HP. 
Die Umsetzung von Glyzerin zu 3-HPA wird durch die Glyzerin-Dehydratase katalysiert, welche den 
Reaktivierungsfaktor zur Wiederherstellung ihrer Aktivität benötigt. Verschiedene Aldehyd-
Dehydrogenasen mit unterschiedlichen Aktivitäten wurden für Umsetzung von 3-HPA zu 3-HP eingesetzt 
(Suthers & Cameron, 2001; Rathnasingh et al., 2009). DhaB123 Glyzerin-Dehydratase, GdrAB Glyzerin-
Dehydratase-Reaktivierungsfaktor, AldX Aldehyd-Dehydrogenase X, AraE α-Ketoglutarat-Semialdehyd-
Dehydrogenase. 
 
Außer in E. coli wurde 3-HP auch in rekombinanten K. pneumoniae-Stämmen aus 
Glyzerin produziert. Der Vorteil dieses alternativen Mikroorganismus ist, dass er schon 
mit einer Glyzerin-Dehydratase und deren Reaktivierungsfaktor ausgestattet ist. Beide 
sind Bestandteile des 1,3-PDO-Biosynthesewegs. K. pneumoniae enthält zusätzlich einen 
Vitamin B12-Biosyntheseweg durch den genügend Vitamin B12 als Cofaktor für die 
Glyzerin-Dehydratase bereitgestellt werden kann (Toraya et al., 1979; Albert et al., 
1980; Kajiura et al., 2001). Nachteile, insbesondere hinsichtlich einer späteren 
industriellen Anwendung, ergeben sich aus der fakultativen Pathogenität von 
K. pneumoniae und der daraus folgenden Einstufung in die Risikogruppe 2 (ABAS, 
2010). 
I Einleitung 
22 
In einem K. pneumoniae-Stamm, welcher zusätzlich aldA aus E. coli exprimiert, konnten 
2,8 g/L 3-HP und 9,8 g/L 1,3-PDO aus Glyzerin produziert werden (Luo et al., 2011b). 
Zudem ermöglichte die homologe Expression des Aldehyd-Dehydrogenase-Gens puuC in 
einem Stamm mit inaktiviertem oxidativen Stoffwechselweg von Glyzerin zu DHA eine 
3,6-fache 3-HP- bzw. 1,1-fache 1,3-PDO-Produktsteigerung, welche die 
Wiederherstellung der dadurch verhinderten NADH-Regeneration widerspiegelt. Auf 
diese Art und Weise konnten 2,07 g/L 3-HP und 9,65 g/L 1,3-PDO produziert werden 
(Zhu et al., 2009a). Die Expression von aldH aus E. coli in K. pneumoniae führte in einer 
weiteren Studie unter anaeroben Fermentationsbedingungen zu einem verminderten 
Kohlenstofffluss von Glyzerin in den oxidativen Stoffwechselweg, indem AldH die 
Aufgabe der Cofaktor-Regeneration übernahm (Abbildung I.11). Das hatte bei etwa 
gleichem 1,3-PDO Titer von 49,3 g/L verglichen mit dem Kontrollstamm eine Steigerung 
des 3-HP-Titers von 2,46 auf 24,4 g/L, wie auch eine Reduktion der über den oxidativen 
Stoffwechselweg entstehenden Nebenprodukte wie Ethanol, Acetat, Formiat und 
Succinat zur Folge (Huang et al., 2012). 
 
Abbildung I.11: Schematische Darstellung der oxidativen und reduktiven Glyzerin-Biosynthesewege in 
K. pneumoniae. Das Einbringen rekombinanter Aldehyd-Dehydrogenasen wie AldA, PuuC und AldH 
ermöglichte in Kombination mit der im Stamm schon kodierten Glyzerin-Dehydratase (DhaB123) eine 
erhöhte 3-HP-Produktion. Zusammen mit der nativen 1,3-PDO-Dehydrogenase (DhaT) stellten die 
Aldehyd-Dehydrogenasen ein Cofaktor-Regenerationssystem dar. Im Gegensatz dazu erfolgt in 
K. pneumoniae Wildtypstämmen die Ausbalancierung der Reduktionsäquivalente hauptsächlich über den 
oxidativen Stoffwechselweg von Glyzerin via DHA zu organischen Säuren und Ethanol, wohingegen 3-HP 
nur in geringen Mengen produziert wird. 
 
Neben der biotechnologischen Produktion von 3-HP in seiner monomeren Form, finden 
sich auch Berichte über die Produktion von 3-HP enthaltenden Co- und Homopolymeren 
in der Literatur. Die Synthese erfolgt vergleichbar mit der PHA-Synthese (I.1.3). 
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So konnte mithilfe der Propionyl-CoA-Synthase (PrpE) aus S. enterica und der PhaC aus 
Cupriavidus necator (C. necator, früher Ralstonia eutropha) unter Zugabe externer 3-HP 
der Copolyester bestehend aus 3-HP und 3-Hydroxybuttersäure (3-HB) 
Poly(3-HB-co-3-HP) rekombinant in E. coli und nativ in Alcaligenes latus hergestellt 
werden (Valentin et al., 2000; Wang & Inoue, 2001). In C. necator konnte durch 
zusätzliche Expression der Gene, welche für die Malonyl-CoA-Reduktase (Mcr) und die 
Propionyl-CoA-Synthase (Acs) des 3-HP-Zyklus aus C. aurantiacus kodieren, aus Zuckern 
und Fettsäuren ebenfalls Poly(3-HB-co-3-HP), aber mit einem geringen 3-HP-Anteil von 
2,1 mol%, produziert werden (Fukui et al., 2009).  
Wie beim Monomer gelang auch die Biosynthese des Homopolyesters Poly(3-HP) aus 
Glyzerin. Dazu wurde ein E. coli-Stamm verwendet, welcher die Gene der Glyzerin-
Dehydratase und deren Aktivierungsenzym (DhaB12) aus C. butyricum, der Propanoyl-
CoA-Dehydrogenase (PduP) aus S. enterica und der PhaC aus C. necator exprimiert 
(Andreeßen et al., 2010). Wie schon in I.1.3 im Hinblick auf die 1,3-PDO-Biosynthese 
beschrieben hat die Glyzerin-Dehydratase aus C. butyricum den Vorteil, dass sie 
Vitamin B12-unabhängig ist und stattdessen SAM als Cofaktor nutzt. Ein weiterer 
Cofaktor, welcher für die Aktivität benötigt wird, ist ein [4Fe-4S]+-Cluster, welches im 
Aktivierungsenzym enthalten ist. Da der Reaktionsmechanismus dieses Enzyms ein 
radikalischer ist, kann die Aktivität nur unter anaeroben Bedingungen aufrechterhalten 
werden (O'Brien et al., 2004). Weil E. coli bei diesen Verhältnissen geringes Wachstum 
mit Glyzerin als Kohlenstoffquelle aufweist (Gonzalez et al., 2008), wurde eine 
Zweischritt-Fermentation durchgeführt. Diese beinhaltet eine aerobe Wachstumsphase 
zur Generation von Biomasse und eine anaerobe Produktionsphase, in der kaum 
Wachstum stattfindet. Basierend auf dieser Fermentationsstrategie unter Einsatz des 
konstruierten E. coli-Stamms konnten 1,42 g/L Poly(3-HP) aus Glyzerin und 0,27 g/L aus 
Rohglyzerin hergestellt werden. Die Ausbeuten betrugen 0,017 bzw. 0,003 g/g. 
Bezogen auf die ZTM betrug der Gehalt an Polyester 12% bzw. 5,2% (w/w) und war 
damit geringer als der in anderen PHAs produzierenden Bakterien. Als Problem wird ein 
mögliches Redox-Ungleichgewicht angesehen. Ebenso wird die Instabilität des 
plasmidbasierten Expressionssystems, welche sich darin manifestierte, dass nur noch 
56% der Zellen nach 92 h noch Plasmide beherbergten, für die geringe Produktbildung 
verantwortlich gemacht (Andreeßen et al., 2010).  
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Der höchste Titer an Poly(3-HP) konnte bisher ausgehend von 1,3-PDO als Substrat 
erreicht werden. Aufbauend auf einem E. coli-Stamm, welcher die Gene der DhaT und 
der Aldehyd-Dehydrogenase D (AldD) aus P. putida sowie die Acs-Domäne der 
Propionyl-CoA-Synthase aus C. aurantiacus und die PhaC aus C. necator exprimiert, 
konnten bis zu 42,9 g/L Poly(3-HP) gebildet werden. Nachteile bezüglich einer 
industriellen Verwertung dieser Studie lassen sich aus der Fermentationsstrategie 
ableiten, welche auf komplexen Medien sowie der Fütterung komplexer Bestandteile 
und Antibiotika zur Aufrechterhaltung der Plasmide basiert (Zhou et al., 2011c).  
In Abbildung I.12 sind zusammenfassend alle beschriebenen Stoffwechselwege zur 
Produktion von 3-HP-Polyestern dargestellt. Weitere Beispiele der Produktion 
bakterieller, 3-HP enthaltender Polyester sind in einem Übersichtsartikel 
zusammengefasst worden (Andreeßen & Steinbüchel, 2010). 
 
Abbildung I.12: Relevante Stoffwechselwege zur Biosynthese von 3-HP-Polyestern. Die Polymerisation 
der aktivierten Hydroxycarbonsäuren erfolgt in allen Fällen durch die Polyhydroxyalkanoat-Synthase PhaC. 
Diese fungiert in natürlichen PHA-Produzenten z.B. zusammen mit der β-Ketothiolase PhaA und der 
Acetoacetyl-CoA-Reduktase PhaB zur Umsetzung des universellen Vorläufers Acetyl-CoA zu Poly(3-HB). 
3-HP-CoA kann aus Glyzerin mittels Glyzerin-Dehydratase DhaB12 und Propanoyl-CoA-Dehydrogenase 
PduP, aus 1,3-PDO mittels 1,3-PDO-Dehydrogenase DhaT, Aldehyd-Dehydrogenase AldD und 3-HP-CoA-
Sythase-Domäne der Propionyl-CoA-Synthase Acs oder Popionyl-CoA-Synthase PrpE hergestellt werden. 
Letzteres Enzym ist auch neben der der nativen Acetyl-CoA-Carboxylase Acc und der rekombinanten 
Malonyl-CoA-Reduktase Mcr an der Umsetzung von aus Zuckern gewonnenem Acetyl-CoA zu 3-HP-CoA 
beteiligt. Analog wie 1,3-PDO zu 3-HP-CoA kann 1,4-Butandiol (1,4-BDO) mit den gleichen Enzymen zu 
4-HB-CoA umgewandelt werden, so dass im Anschluss das entsprechende Copolymer gebildet werden 
kann. 3-HB-CoA 3-Hydroxybutyryl-CoA, 4-HBA 4-Hydroxybutyraldehyd, 4-HB 4-Hydroxybuttersäure, 
4-HB-CoA 4-Hydroxybutyryl-CoA. 
 
Wie in diesem Kapitel in einigen Beispielen zur 3-HP-Produktion angedeutet 
(Rathnasingh et al., 2009; Andreeßen et al., 2010), leiden allgemein viele rekombinante 
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Stämme unter genetischer Instabilität, wohingegen für industrielle Prozesse robuste 
Mikroorganismen mit stabiler Expression von Genen benötigt werden. Die Mehrheit der 
rekombinanten Mikroorganismen beruht historisch auf plasmidbasierter Expression von 
Genen. Sich daraus ergebende Vorteile sind die einfache Handhabung, starke Expression 
und hohe Kopienzahl von Plasmiden. Im Gegensatz dazu steht die Reduktion aktiver 
rekombinanter Allele durch die genetische Instabilität von Plasmiden. 
 
I.3 Chromosomale Integration 
I.3.1 Plasmidstabilität 
Genetische Instabilität von Plasmiden kann prinzipiell in strukturelle Instabilität, 
segregationale Instabilität und Allel-Segregation unterteilt werden (Friehs, 2004; Tyo et 
al., 2009).  
Strukturelle Instabilität schließt jegliche DNA-Sequenzänderungen mit ein. Betreffen 
diese kodierende oder regulatorische Regionen kann das Produktivitätseinbußen nach 
sich ziehen. Ursachen dafür sind die natürliche Fehlerrate der DNA-Polymerase, nicht 
ausreichende DNA-Reparatur, Rekombinationsereignisse, mutagene Substanzen oder 
freie Sauerstoffradikale (Summers et al., 1993; Cheng & Loeb, 1997). In einigen Fällen 
wird allein die Expression eines rekombinanten Gens als Ursache für strukturelle 
Plasmidinstabilität angeführt (Kapràlek & Jecmen, 1992; Cordes et al., 1996). Die Wahl 
von Wirtstämmen mit deutlich herabgesenktem Vermögen zur Rekombination hat sich 
als ein wirkvolles Mittel hinsichtlich dieser Problematik erwiesen (Brena-Valle & Serment-
Guerrero, 1998). 
Segregationale Plasmidinstabilität umschreibt die ungleiche Verteilung von Plasmiden 
auf die Tochterzellen bei der Zellteilung. Abhängig von der Kopienzahl der Plasmide 
können so früher oder später plasmidfreie Zellen entstehen (Nordström & Austin, 1989). 
Da Plasmide eine metabolische Last für die Zellen darstellen, weisen Zellen ohne Plasmid 
schnelleres Wachstum während einer Kultivierung auf und können dadurch die gesamte 
Population überwachsen, was bei rekombinanter Expression in der Akkumulation von 
viel Biomasse und wenig Produkt resultiert (Imanaka & Aiba, 1981; Ollis, 1982; Yazdani 
& Mukherjee, 2002). Besonders große Plasmide und solche mit großen Inserts weisen 
höhere segregationale Instabilität auf, da sie beinhaltende Zellen langsamer wachsen 
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(Smith & Bidochka, 1998). Bei Plasmiden mit hoher Kopienzahl kann es bedingt durch 
homologe Rekombination zur Bildung von Dimeren kommen. Entsteht erst einmal ein 
Dimer, vermehrt es sich schlagartig, da es doppelt so oft wie ein Monomer repliziert 
wird. Durch die steigende Anzahl an Dimeren wird die Kopienzahl gesenkt, da die 
Replikationsmaschinerie der Zelle nur die Anzahl der Replikationsursprünge und nicht 
der Plasmide registriert, was die Wahrscheinlichkeit eines Plasmidverlusts erhöht 
(Summers & Sherratt, 1984; Field & Summers, 2011).  
Zur Gewährleistung segregationaler Stabilität von Plasmiden gibt es diverse 
Mechanismen. Einen natürlich vorkommenden Mechanismus zur Auflösung von 
Dimeren stellt die sequenzspezifische Rekombination von auf einem Plasmid lokalisierten 
resolution(res)-Sequenzen durch Resolvasen wie z.B. ParA dar (Gerlitz et al., 1990; 
Kristensen et al., 1995; Alonso et al., 1996). 
Bei Plasmiden mit niedriger Kopienzahl kommt es zwar seltener zur Bildung von 
Dimeren, jedoch ist die Wahrscheinlichkeit des Plasmidverlusts aufgrund der geringen 
Quantität höher als bei Plasmiden mit hoher Kopienzahl. Dem Verlust entgegen wirkt 
die aktive Partitionierung, ein Prozess, bei dem die Plasmide zu gleichen Teilen auf die 
Tochterzellen verteilt werden. Die Grundlage dafür bilden eine cis-wirkende 
centromerartige Region, sowie zwei trans-wirkende Proteine, welche einen Protein-
DNA-Komplex bilden. So kommt es zur Paarung der Plasmide, gefolgt von deren durch 
zelluläre Komponenten mitunterstützte Trennung zu entgegengesetzten Polen der Zelle 
(Gerdes et al., 2000; Funnell, 2005).  
Plasmidabhängigkeits-Systeme befassen sich weniger mit der Aufrechterhaltung von 
Plasmiden, als vielmehr mit dem postsegregationalen Töten von Zellen, welche keine 
Plasmide enthalten (Zielenkiewicz & Ceglowski, 2001; Kroll et al., 2010). Das wird z.B. 
durch Toxin/Antitoxin(TA)-Systeme bewerkstelligt. Diese beruhen auf einem stabilen 
Toxin und einem instabilen Antitoxin, welche in den meisten Fällen auf dem Plasmid 
kodiert sind. Während das Toxin bei der Zellteilung an alle Tochterzellen weitergegeben 
wird, kommt das kurzlebige Antitoxin nur in Zellen vor, welche das Plasmid aufweisen 
(Kobayashi, 2004). Das Toxin ist immer ein Protein, wohingegen das Antitoxin wie beim 
hok/sok-System eine antisense (as) RNA (Gerdes et al., 1997) oder beim ccd-system ein 
Protein sein kann (Jensen & Gerdes, 1995; Buts et al., 2005; Gerdes et al., 2005). 
Weitere TA-Systeme beruhen auf Restriktions-Modifikations-Mechanismen (Handa & 
Kobayashi, 1999; Ichige & Kobayashi, 2005).  
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Eine Abhängigkeit von Plasmiden kann auch auf Grundlage Metabolismus-basierter 
Systeme erfolgen. Diese werden in katabolismus- und anabolismusbasierte Systeme 
unterteilt (Kroll et al., 2010). Bei katabolismusbasierten Systemen wird z.B. ein Enzym, 
welches zum Wachstum auf einer bestimmten Kohlenstoffquelle notwendig ist, nur 
episomal kodiert (Voss & Steinbüchel, 2006). Bei anabolismusbasierten Systemen wird 
ein Gen eines essenziellen anabolischen Stoffwechselwegs ausschließlich auf dem 
Plasmid kodiert. Ein Beispiel dafür ist die Komplementierung von Auxotrophien in 
S. cerevisiae, welche unter anderem die Pyridin- oder Aminosäure-Biosynthese betreffen 
(Hensing et al., 1995; Strausberg & Strausberg, 2001). 
Eine weitere Möglichkeit der Plasmid-Abhängigkeit wird durch Operator-Repressor-
Titrations(OTR)-Systeme repräsentiert (Williams et al., 1998). Beispielhaft für diese ist die 
Fusion des lac-Promoters an ein chromosomales, essenzielles Gen bei gleichzeitiger 
konstitutiver Expression des lac-Repressorgens. Sind in Anwesenheit des Induktors 
genügend Plasmide vorhanden, so wird der lac-Repressor durch deren lac-Operator-
Sequenzen titriert und das essenzielle Gen kann exprimiert werden. In Abwesenheit von 
Plasmiden liegt ein Überschuss an lac-Repressor vor und verhindert dadurch die 
Expression des essentiellen Gens sowie das Überleben der Zellen (Cranenburgh et al., 
2001; Cranenburgh et al., 2004). 
Im weitesten Sinne ist auch die weitverbreitete Selektion von plasmid-tragenden Zellen 
mithilfe von Antibiotika-Resistenzgenen eine Art der Plasmid-Abhängigkeit. Ein großer 
Nachteil sind die Kosten von Antibiotika, wodurch diese Selektionsmethode im 
industriellen Maßstab nicht anwendbar ist (Kroll et al., 2010). Weiterhin garantiert z.B. 
der Gebrauch des gängigsten Antibiotikums Ampicillin nicht die Aufrechterhaltung aller 
Plasmide. Bedingt wird das dadurch, dass das Ampicillin-Resistenzprotein, die 
β-Lactamase, teilweise aus den Zellen sekretiert wird und das Ampicillin im Medium 
zerstört, was zur Minderung des Selektionsdrucks und folglich zum Verlust der Plasmide 
führt (Zabriskie & Arcuri, 1986; Georgiou et al., 1988; Kim et al., 1998).  
Neben struktureller und segregationaler Instabilität stellt die Kombination beider 
Prozesse, auch als Allel-Segregation bezeichnet, ebenfalls eine genetische Instabilität 
dar, welche die Anzahl aktiver, rekombinanter Allele reduziert (Tyo et al., 2009). Allel-
Segregation beschreibt generell den Prozess, bei dem produktive Plasmide durch 
unproduktive ersetzt werden, was zu nichtproduktiven Zellen führt, welche dennoch 
resistent gegenüber dem Selektionsdruck sind. Sie dient als Erklärung dafür, dass trotz 
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der Anwendung von Strategien zur Umgehung struktureller und segregationaler 
Instabilität (s.o.) die Aufrechterhaltung aktiver Plasmide nur für etwa 35 Generationen 
beobachtet werden konnte. Dies stellt einen solch rapiden Verlust dar, dass er nicht 
allein durch die Mutationsrate erklärt werden kann. Die Theorie geht davon aus, dass 
Zellen, welche intakte, teilweise für ganze Stoffwechselwege kodierende Plasmide 
beinhalten, eine hohe metabolische Last durch beispielsweise toxische Intermediate 
auferlegt wird, welche zu deutlich langsamerem Wachstum führt. Dadurch können 
schon wenige Mutationen (strukturelle Instabilität), insofern sie nicht die 
Antibiotikaresistenz, sondern die Gene des Stoffwechselwegs betreffen, in Kombination 
mit der zufälligen Verteilung der Plasmide auf die Tochterzellen (segregationale 
Instabilität) schnell propagiert werden (Abbildung I.13), da sie die metabolische Last 
herabsetzen und folglich schnelleres Wachstum erlauben (Tyo et al., 2009).  
 
Abbildung I.13: Mechanismus der Allel Segregation nach Tyo et al. (2009). In a) beeinflusst eine 
Mutation, welche nicht den Resistenzmarker betrifft, die Expression der Zielgene negativ. Die Plasmide 
werden in b) vor der Zellteilung entweder wie abgebildet geordnet jedes einmal repliziert. Es ist aber auch 
eine ungeordnete zur mehrmaligen Verdopplung eines Plasmids führende Replikation möglich. In c) 
werden die Plasmide zufällig auf die Tochterzellen verteilt, was in diesem Fall dazu führen kann, dass 
beide Tochterzellen jeweils ein mutiertes Plasmid erhalten (gelbe Zellen). Es besteht aber auch die 
Möglichkeit, dass eine Tochterzelle beide, mutierten Plasmide erhält (grüne Zelle). Mutierte Plasmide 
akkumulieren rasch, da sie den sie beinhaltenden Zellen eine höhere Wachstumsrate gegenüber Zellen mit 
nicht mutierten Plasmiden vermitteln. Grün ein aktives Plasmid - schnelles Wachstum und geringe 
Produktivität; Gelb zwei aktive Plasmide - mittelschnelles Wachstum und mittelmäßige Produktivität; 
Orange drei aktive Plasmide - langsames Wachstum und hohe Produktivität. Das rote X symbolisiert ein 
mutiertes Allel.  
 
Das einzige Mittel zur Minderung der Allel-Segregation ist die chromosomale 
Integration. Zwar können auch hier Mutationen auftreten, aber die Vererbung der 
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Chromosomen erfolgt im Gegensatz zu Plasmiden auf eine geordnete Art und Weise. 
Nach einem von Tyo et al. (2009) dafür aufgestellten Populations-Balance-Modell, 
welches später in Experimenten verifiziert wurde, führt bei gleichbleibender struktureller 
Instabilität (Mutationsrate) eine geordnete verglichen mit einer zufälligen Vererbung zu 
einer ca. zehnfach höheren genetischen Stabilität. 
   
I.3.2 Methoden zur chromosomalen Modifikation 
Bakterielle Chromosomen können durch Integration oder Entfernung von DNA 
modifiziert werden. Hinsichtlich der dafür eingesetzten Methoden wird zwischen 
Rekombination und Transposition differenziert (Choi & Kim, 2009). Man unterscheidet 
allgemein zwischen homologer und sequenzspezifischer Rekombination, im Gegensatz 
dazu tritt Transposition sequenzspezifisch oder zufällig auf (Abbildung I.14).   
 
Abbildung I.14: Methoden zur Modifikation bakterieller Chromosomen nach Choi & Kim (2009). Die 
Rekombination von zwei homologen Nukleotidsequenzen erfolgt mittels RecA, λ-Red oder Homing 
Endonuklease. Bei sequenzspezifischer Rekombination sind Enzyme zweier Familien beteiligt. Diese sind 
die Resolvase-Invertase-Familie repräsentiert durch Hin-, Gin-, Cin- und Pin-Inversionssysteme und die Int-
Familie vertreten durch die Hefe-FLP-, Bakteriophage P1-Cre-Rekombinase oder das Integrations-Exzisions-
system des Phagen λ.  
 
Homologe Rekombination ist eine häufig eingesetzte Methode zur Modifikation 
bakterieller Chromosomen. Klassische Methoden beruhen dabei auf plasmidbasierten 
Allel-Austausch-Methoden mit großen homologen Bereichen zur Zielsequenz, welche 
meistens einen Antibiotikaresistenzmarker flankieren (Hamilton et al., 1989; 
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Metcalf et al., 1996; Link et al., 1997; Kato et al., 1998). Dabei wird die Rekombination 
z.B. in E. coli durch RecA und dem RecBCD-Enzymkomplex vermittelt (Kowalczykowski 
et al., 1994). Nach einem ersten Rekombinationsereignis entsteht zunächst durch 
Integration des gesamten Plasmids ein Cointegrat bei dem das Plasmidrückgrat zwischen 
dem Wildtyp- und dem mutierten Allel lokalisiert ist. Während eines zweiten 
Rekombinationsereignisses wird das Cointegrat aufgelöst, wodurch in 50% der Fälle die 
Wildtypsequenz rekonstruiert wird und in den restlichen 50% ein Allelaustausch 
stattfindet (Abbildung I.15). Neben der Abhängigkeit von großen homologen Bereichen 
(Watt et al., 1985; Shen & Huang, 1986) und dem damit verbundenen 
Klonierungsaufwand stellt die geringe Frequenz der Cointegrat-Auflösung ein Problem 
dieser Methode dar (Madyagol et al., 2011). 
 
Abbildung I.15: Schematischer Ablauf eines Allelaustauschs mittels klassischer homologer Rekombination 
nach Hamilton et al. (1989). Ein initiales Rekombinationsereignis zwischen homologen Bereichen des 
Plasmids und des Chromosoms führt zur Bildung eines Cointegrats. Das Plasmid trägt in diesem Falle 
einen konditionalen Replikationsursprung (ori kond.), wird also unter definierten Bedingungen nicht 
weiter repliziert. Ein zweites Rekombinationsereignis führt zur Auflösung des Cointegrats. Dabei bleibt 
entweder das mutierte Allel auf dem Chromosom zurück oder das Wildtyp-Allel wird wiederhergestellt. 
Durch einen Selektionsmarker (SM) und einen Konterselektionsmarker (KM) kann auch direkt auf das 
zweite Rekombinationsereignis und den darauf folgenden Plasmidverlust selektiert werden. 
 
In Hefen wie S. cerevisiae können aufgrund der hohen Effizienz der mitotischen 
Rekombination schon von Natur aus chromosomale Modifikationen mithilfe homologer 
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Rekombination vorgenommen werden. Diese basieren auf linearen DNA-Fragmente 
ausgestattet mit kurzen Homologiebereichen (Baudin et al., 1993). Die meisten 
Bakterien dagegen sind nicht mit linearer DNA transformierbar. Der Grund dafür ist das 
Vorkommen intrazellulärer Exonukleasen, wie z.B. der Exonuklease V des RecBCD 
Rekombinationskomplexes in E. coli (Kowalczykowski et al., 1994). Unterstützt durch die 
Rekombinationsmaschinerie des Phagen λ, bestehend aus den Proteinen Gam, Bet und 
Exo ist die homologe Rekombination linearer Fragmente mit kurzen 
Homologiebereichen in E. coli dennoch möglich. Primär verhindert Gam die 
Degradierung linearer DNA, indem es die Nukleasen RecBCD und SbcCD inaktiviert 
(Unger & Clark, 1972; Karu et al., 1975; Kulkarni & Stahl, 1989; Murphy, 1991). Exo ist 
eine Exonuklease, welche einen Strang der doppelsträngigen DNA gänzlich degradiert 
und den anderen intakt als einzelsträngige DNA hinterlässt (Maresca et al., 2010; 
Mosberg et al., 2010). Bet ist in der Lage diese Einzelstränge zu binden und sie an 
komplementäre Einzelstränge anzulagern (Kmiec & Holloman, 1981; Karakousis et al., 
1998; Li et al., 1998). Analog zu Exo und Bet fungieren auch RecE und RecT des E. coli 
Prophagen Rac. Das RecET-Rekombinationssystem weist jedoch kein Protein auf, das die 
gleiche Funktion wie Gam erfüllt (Joseph & Kolodner, 1983; Hall & Kolodner, 1994).  
λ-Red-Rekombination hat sich als eine Standardmethode zur Deletion von Genen in 
E. coli und anderen gramnegativen Mikroorganismen etabliert. Während in ersten 
Protokollen noch der Einsatz linearer DNA-Fragmente mit homologen Bereichen 
zwischen 900 und 1300 bp zur Zielsequenz beschrieben wurde (Murphy, 1998; Murphy 
et al., 2000), konnten Datsenko & Wanner (2000) zeigen, dass mit homologen 
Bereichen von lediglich 35-50 bp, welche einfach mittels Primer angehängt werden 
können, schon eine effiziente Rekombination möglich ist. Durch die Entfernung des 
Resistenzmarkers via sequenzspezifischer Rekombination konnten nun auch markerfreie 
Deletionen vorgenommen werden (Abbildung I.16 A). Weitere Anwendungsgebiete der 
λ-Red-Rekombination sind der Austausch von chromosomalen Promotern zur 
Modifikation der Expressionsstärke (Meynial-Salles et al., 2005; Yuan et al., 2006; De 
Mey et al., 2010) oder die Modifikation chromosomaler Lozi per Rekombination mit 
einzelsträngigen DNA-Oligonukleotiden (Ellis et al., 2001). Letzteres hat sich besonders 
in Multiplex-Ansätzen als dienliches Werkzeug zur Konstruktion komplexer Phänotypen 
erwiesen (Wang et al., 2009; Warner et al., 2010). 
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λ-Red-Rekombination wurde im Zusammenhang mit der Generation stabiler 
Expressionsstämme auch zur Integration ganzer Expressionskassetten genutzt 
(Abbildung I.16 B). Da bei dieser Methode die Integration in für den Abbau selten 
verwendeter Zucker kodierende, entbehrliche Genlozi erfolgt, kann die Durchmusterung 
von Klonen nach Rekombinationsereignissen auf differenziellem, den entsprechenden 
Zucker enthaltendem Medium erfolgen (Albermann et al., 2010). Diese Methode wurde 
z.B. zur erfolgreichen Integration von Genen der Lycopen- und Astaxanthin-Biosynthese 
eingesetzt (Albermann, 2011; Lemuth et al., 2011). 
 
Abbildung I.16: (A) λ-Red-Rekombination-vermittelte Gendeletion nach Datsenko & Wanner (2000). In 
diesem Fall ist der λ-Red-Rekombinationsapparat auf einem Plasmid mit temperatursensitivem 
Replikationsursprung kodiert. Die Expression erfolgt reguliert durch einen arabinoseabhängigen Promoter. 
Nach der Rekombination wird das Plasmid bei einer Temperatur von 42 °C ausgedünnt. Die FLP-
Rekombinase ist auf pCP20 kodiert, welcher ebenfalls über ein temperaturabhängiges Replikon verfügt. 
H1 und H2 homologe Regionen, P1 und P2 Priming-Sequenzen, FRT Frequent Recombination Target. 
(B) Strategie zur Integration von Expressionskassetten in das Chromosom von E. coli. Nach Klonierung des 
Zielgens (Gene of Interest; GOI) und eines FRT-flankierten Resistenzgens erfolgt der Ablauf analog zur 
Deletionsmethode. Homologe Bereiche zu Zuckerabbau-Genen, in diesem Fall die des lac-Operons, 
ermöglichen den Nachweis der Rekombination auf MacConkey-Agarplatten. P Promoter, T Terminator, 
MCS Multiple Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site), bla Ampicillin-Resistenzgen auf dem 
Plasmidrückgrat, kan Kanamycin-Resistenzgen in der Integrationskassette. 
 
Eine Einschränkung, welche sich aus dem Mechanismus der λ-Red-Rekombination 
ergibt, ist die mit zunehmender Fragmentgröße sinkende Wahrscheinlichkeit eines 
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Rekombinationsereignisses, was die Integration von großen Fragmenten wie ganze 
Gencluster nahezu unmöglich macht (Abbildung I.17).  
 
Abbildung I.17: Die Rekombinationseffizienz dargestellt als Funktion der Insertgröße ermittelt durch 
Kuhlman & Cox (2010). Die Inserts verschiedener Länge enthielten ein Antibiotika-Resistenzgen und 
wurden von 50 bp langen, homologen Regionen zu lacZ in E. coli flankiert. Die Integration in diesen Lokus 
erfolgte mithilfe von λ-Red-Rekombination nach Datsenko & Wanner (2000). Antibiotikaresistente, weiße 
Kolonien auf Agarplatten versetzt mit Antibiotika und dem Lactose-Analogon 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-
β-D-Galactopyranosid (X-GAL) wurden als Rekombinanten definiert. 
 
Die effiziente Integration von 7 Kb großen Fragmenten gelang Kuhlman & Cox (2010) 
durch die Ausarbeitung eines aus zwei Schritten bestehenden Protokolls. Dabei wird im 
ersten Schritt ein lineares DNA-Fragment, von den Autoren auch als Landeplattform 
(Landing Pad) bezeichnet, und ein Resistenzgen flankiert von zwei Homing 
Endonuklease Schnittstellen und kurzen Landeplattform-Sequenzen enthaltend, mithilfe 
der λ-Red-Proteine in den gewünschten Ort auf dem Chromosom integriert. Im zweiten 
Schritt werden die Zellen mit einem Donorplasmid transformiert, welches das zu 
integrierende Fragment umgeben von den gleichen Landeplattform-Sequenzen und 
Homing Endonuklease Schnittstellen enthält. Durch Expression der Homing 
Endonuklease werden die auf dem Plasmid und chromosomal lokalisierten, von den 
entsprechenden Schnittstellen umgebenen Fragmente herausgeschnitten. Die 
Integration erfolgt dann vermittelt durch λ-Red-Rekombination anhand der homologen 
Landeplattform-Sequenzen (Abbildung I.18).  
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Abbildung I.18: Strategie zur chromosomalen Integration großer DNA-Fragmente. In Schritt 1 erfolgt die 
Transformation des Wirtstamms mit einem Helferplasmid, welche für die I-SceI Homing Endonuklease 
(grün) und λ-Red-Rekombinationsproteine (rot) kodiert. Das lineare Landeplattformfragment (gelb) wird 
mithilfe der durch IPTG induzierten λ-Red-Expression an den gewünschten Ort im Chromosom integriert 
(schwarz). In Schritt 2 erfolgt die Transformation des Wirtstamms mit einem Donorplasmid, welches das 
Fragment trägt, das in die Landeplattform eingefügt werden soll (lila). Chromosom und Donorplasmid 
werden an den I-SceI-Erkennungssequenzen (grün) geschnitten nachdem das I-SceI-Gen durch Induktion 
mit L-Arabinose exprimiert wird. Die Integration des Fragments erfolgt durch die Rekombination der 
Landeplattformsequenzen (rot) mithilfe der λ-Red-Rekombinationsproteine, deren Gene erneut durch IPTG 
induziert werden. In Schritt 3 kann das Helferplasmid aufgrund seines temperaturabhängigen Replikons 
ausgedünnt werden.    
 
Auch Transposition wurde schon häufig zur Integration von DNA-Fragmenten ins 
Chromosom genutzt (Polard & Chandler, 1995; Vizvaryova & Valkova, 2004; Choi & 
Kim, 2009). Herausragend bezüglich der Größe der integrierten Fragmente ist die Arbeit 
von Fu et al. (2008) im Rahmen derer mithilfe der Transposase Himar1 zwei 30 bzw. 
58 Kb große Gencluster, kodierend für die Biosynthesen der Sekundärmetabolite 
Epothilon und Myxochromid S aus Stigmatella aurantiaca, in die Chromosomen der 
heterologen Wirte P. putida und Myxococcus xanthus (M. xanthus) integriert werden 
konnten. Himar1 aus der Hornfliege Haematobia irritans gehört zu der ursprünglich in 
der Fruchtfliege Drosophila mauritiana entdeckten Familie der Mariner-Transposons, 
deren Namensgebung sich auf das Vorkommen dieser mobilen Elemente in nahezu allen 
Eukaryoten bezieht (Plasterk et al., 1999). Auch in einigen Prokaryoten wurden unlängst 
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Transposons dieser Familie gefunden (Cassier-Chauvat et al., 1997; Larsson et al., 2005; 
Feng & Colloms, 2007). Mariner-Transposons bestehen prinzipiell aus einem ORF, 
welcher ca. 1300 bp lang ist und für eine aus ca. 350 Aminosäuren bestehende 
Transposase kodiert (Robertson & Lampe, 1995). Umgeben ist dieses ORF von 28 bp 
langen Erkennungssequenzen, welche ihrer Basenabfolge entsprechend auch als 
Inverted Terminal Repeats (ITRs) bezeichnet werden (Bigot et al., 2005). An den ITRs 
erfolgt auch der DNA-Doppelstrangbruch, durch den die Donor-DNA herausgeschnitten 
wird, bevor sie in die Zielsequenz, in der Regel ein TA-Dinukleotid, eingefügt werden 
kann. Dieser Transpositionsmechanismus wird auch als cut-and-paste bezeichnet (Craig, 
1997). Die Vorteile von Mariner-Transposition ergeben sich aus der Unabhängigkeit von 
speziesspezifischen Faktoren - alle Schritte werden ausschließlich von der Transposase 
katalysiert - und der Zufälligkeit der Integration, da außer dem TA-Dinukleotid keine 
spezielle Erkennungssequenz für eine Integration in die Ziel-DNA notwendig ist (Lampe 
et al., 1996). Zusätzlich konnte auch schon gezeigt werden, dass die 
Transpositionseffizienz die anderer Transposon-Systeme übertrifft (Cao et al., 2007). Das 
gut charakterisierte Mariner-Transposon Himar1 wurde schon in vitro (Lampe et al., 
1998; Bergé et al., 2001; Guo & Mekalanos, 2001) als auch in vivo (Rubin et al., 1999) 
eingesetzt. In vitro erfolgt die Transposition von linearer Donor-DNA, welche die zu 
integrierende DNA flankiert von ITRs enthält, in die Ziel-DNA, welche Plasmid- oder 
chromosomale DNA sein kann, mithilfe einer aufgereinigten Transposase. In vivo 
hingegen erfolgt die Transposition eines plasmidkodierten Minitransposons, welches oft 
aus einem Antibiotika-Resistenzgen flankiert von ITRs besteht, durch eine ebenfalls 
plasmidkodierte Transposase, deren Gen unter Kontrolle eines starken Promoters steht. 
Himar1-Transposition wurde zwar als genetisches Werkzeug zur zufälligen Mutagenese 
in E. coli etabliert (Rubin et al., 1999), aber noch nicht zur Integration von Genclustern 
wie in P. putida oder M. xanthus (Fu et al., 2008) eingesetzt. 
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I.4 Zielsetzung der Arbeit 
Angetrieben vom übergeordneten Ziel die Plattformchemikalie 3-HP durch mikrobielle 
Fermentation ohne Zugabe des teuren Cofaktors Vitamin B12 aus Glyzerin, welches als 
Abfallprodukt der Biodieselherstellung ein günstiges Substrat darstellt, herzustellen, 
wurden zwei Ansätze verfolgt. Der erste bestand darin L. reuteri als Wirt für die 3-HP-
Produktion zu nutzen, da dieser Mikroorganismus schon von Natur aus geringe Mengen 
an 3-HP aus Glyzerin produziert und Lactobacilli allgemein für ihre Säuretoleranz 
bekannt sind. Darüber hinaus kann L. reuteri die direkte Vorstufe von 3-HP, 3-HPA, 
effizient, in großen Mengen und ohne externe Zugabe von Vitamin B12 aus Glyzerin 
herstellen. Aufbauend darauf sollte durch die homologe Expression von Genen, welche 
für Proteine eines postulierten Stoffwechselwegs von 3-HPA zu 3-HP kodieren, ein 3-HP 
produzierender Stamm generiert werden.  
Im zweiten Ansatz sollte E. coli als Plattform für die 3-HP Produktion aus Glyzerin 
dienen. Zwar produziert E. coli natürlicherweise keine 3-HP, jedoch bietet es als 
Modellorganismus verglichen mit L. reuteri eine breitere Palette an Methoden zur 
genetischen Manipulation. Während in L. reuteri nicht eindeutig nachgewiesen ist, auf 
welchem Wege 3-HP produziert wird, konnten in E. coli schon hohe 3-HP-Titer mithilfe 
eines synthetischen Stoffwechselwegs erzielt werden, welcher aus zwei 
Reduktionschritten, katalysiert durch eine Glyzerin-Dehydratase und eine Aldehyd-
Dehydrogenase, besteht. Diese Ansätze zur 3-HP-Produktion aus Glyzerin in E. coli sind 
aufgrund des Einsatzes einer Vitamin B12-abhängigen Glyzerin-Dehydratase und der 
dadurch notwendigen Zugabe von Vitamin B12 unwirtschaftlich. Als Alternative sollte im 
Rahmen dieser Arbeit daher die Zugabe von  Vitamin B12 durch den Einsatz eines 
Vitamin B12-unabhängigen Enzyms umgangen werden. Weiterhin sollte das in 
vorhergehenden Studien beschriebene Redox-Ungleichgewicht durch die zusätzliche 
Ausstattung von E. coli mit einer 1,3-PDO-Dehydrogenase zur Regeneration des 
während der 3-HP-Produktion verbrauchten Cofaktors NAD+ ausgeglichen werden. 
Schließlich sollte die genetische Stabilität des 3-HP-Produktionsstamms mithilfe 
chromosomaler Integration erhöht werden.  
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 Material und Methoden II
II.1 Material 
II.1.1 Geräte 
Anaerobierwerkbank 
Bactron IV     Shellab, Cornelius/USA 
Analytik 
GCMS-QP2010S    Shimadzu, Duisburg 
Autosampler     CTC Analytics, Zwingen/Schweiz 
LC-20A Prominence    Shimadzu, Duisburg 
Brechnungsindexdetektor RID-10A  Shimadzu, Duisburg 
Photodiodenarraydetektor SPD-M20A  Shimadzu, Duisburg 
Desintegration 
Sonoplus HD 2070 mit Mikrospitze MS72 Bandelin electronic, Berlin 
Elektrophorese 
PowerPac HC und PowerPac basic  Biorad, München 
Mini und Wide Mini Sub Cell GT   Biorad, München 
Mini-PROTEAN 3 Cell    Biorad, München 
Mini Trans-Blot Cell    Biorad, München 
Fotodokumentation GelDoc   Biorad, München 
Elektroporation 
Multiporator     Eppendorf, Hamburg 
Fermenter 
Laborfermenter KLF PLUS TRIO 3,7l  Bioengineering AG, Wald/ Schweiz 
Biopilot Fermenter 40l    Applikon, Schiedam/Niederlande 
Inkubation 
Thermomixer Comfort    Eppendorf, Hamburg 
Vielkolbenschüttler VKS 75 A control  Bühler, Hechingen 
Hybridisierungsinkubator GFL-7601  GFL, Burgwedel 
Magnetrührer 
RCT Basic     IKA, Staufen 
PCR 
ABI 7500     Life Technologies, Darmstadt 
GeneAmp 2700     Life Technologies , Darmstadt 
MJ Research PTC-200 Gradient Cycler  Biorad, München 
pH-Meter 
PB-11      Sartorius, Göttingen 
Sequenzierung 
ABI Prism 3730 Sequencer   Life Technologies, Darmstadt 
Pipetten 
Pipettman Starter Kit/ Micro-Volume Kit  Gilson, Limburg 
Spektroskopie 
BioPhotometer     Eppendorf, Hamburg 
Nanodrop ND-1000    PEQLAB, Erlangen 
Synergy HT Multiplate Reader    BioTek, Bad Friedrichshall 
V-630Bio UV-VIS Spektrophotometer  Jasco, Groß-Umstadt 
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Sterilbank 
Cleanwizard K 130    Kojair, Frankfurt am Main 
Sterilisation 
Autoklav Varioklav H+P 135S   H+P Labortechnik, Oberschleißheim 
Vortex 
Vortex Genie 2     Scientific Industries, Bohemia/ USA 
Waagen 
TE3102S, TE6101, TE64    Satorius, Göttingen 
Zentrifugen 
5415D und 5415R    Eppendorf, Hamburg 
Avanti J-26 XPI     Beckman Coulter, Krefeld 
Heraeus Multifuge 3S-R    Thermo Scientific 
Heraeus Biofuge Pico    Thermo Scientific 
 
II.1.2 Chemikalien und Enzyme 
Falls nicht gesondert aufgeführt, waren alle in dieser Arbeit aufgeführten Chemikalien 
mindestens von analysenreiner Qualität und stammten von Sigma-Aldrich Chemie 
(Taufkirchen), Carl-Roth (Karlsruhe) oder TCI Deutschland (Eschborn). 3-HPA wurde 
mittels Ozonolyse von Hex-3-en-1,6-diol und anschließender Reduktion des Ozonids mit 
Dimethylsulfid (DMS) hergestellt. Medienbestandteile wurden von Sigma-Aldrich Chemie 
(Taufkirchen), Carl-Roth (Karlsruhe), BD Biosciences (Heidelberg) und Oxoid Deutschland 
(Wesel) bezogen. Restriktionsenzyme, Ligase und die dazugehörigen Puffer waren von 
New England Biolabs (Frankfurt am Main), Reagenzien für molekularbiologische 
Arbeiten von Qiagen (Hilden), Invitrogen (Darmstadt), Fermentas (St. Leon-Rot) und 
Clontech Laboratories (Heidelberg). 
 
II.1.3 Bakterienstämme und Plasmide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sowie deren Eigenschaften sind in 
Tabelle II.1, die verwendeten Plasmide in Tabelle II.2, aufgelistet. 
Tabelle II.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme. 
Bakterienstamm Genotyp Referenz 
E. coli NEB 5-alpha fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA 
glnV44 φ80ΔlacZM15 gyrA96 
recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 
New England Biolabs 
E. coli NEB 10-beta araD139 ∆(ara-leu)7697 fhuA 
lacX74 galK φ80∆lacZM15 
mcrA galU recA1 endA1 nupG 
rpsL (StrR) ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
New England Biolabs 
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Fortsetzung Tabelle II.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme. 
Bakterienstamm Genotyp Referenz, Quelle 
E. coli Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80ΔlacZM15 ΔlacX74 nupG 
recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 
λ- 
Invitrogen 
E. coli JM109 F´ traD36 proA+B+ lacIq 
Δ(lacZ)M15 Δ(lac-proAB) glnV44 
e14- gyrA96 recA1 relA1 endA1 
thi hsdR17 
New England Biolabs 
E. coli JM109 B- E. coli JM109 araB- diese Arbeit 
E. coli JM109 B-  
GI Px-tdtom 
E. coli JM109 B-  
ΔmalEG::Px-tdtom-KmR 
tdTomato Gen unter der 
Kontrolle verschiedener 
Promoter in das Maltoseoperon 
integriert 
diese Arbeit 
E. coli JM109 B- GI3HP E. coli JM109 B-  
ΔmalEG::Pzt1-araE ΔmanA::Pzt1-
dhaB1 ΔrbsDK::Pzt1-dhaB2 
ΔmtlAD::Pzt1-dhaT 
diese Arbeit 
E. coli BL21 Star (DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm 
rne131 (DE3) 
Invitrogen 
E. coli BL21 Star (DE3) B- E. coli BL21 Star (DE3) araB- diese Arbeit 
E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 E. coli BL21 Star (DE3) B- mit 
Himar1 vermittelter Integration 
von Pzt1O3HP1KmR ins 
Chromosom 
diese Arbeit 
E. coli BL21 Star (DE3) B- 
418 
E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 nach 
Entfernung des Resistenzmarkers 
und Himar1 vermittelter 
Integration von Pzt1O3HP1KmR ins 
Chromosom 
diese Arbeit 
L. reuteri DSM 20016  DSMZ 
 
Tabelle II.2: In dieser Arbeit verwendete und konstruierte Plasmide. 
Plasmide Genotyp Referenz, Quelle 
pETDuet-1 ApR, pBR322 ori, P1T7lac, P2T7lac, 
lacI 
Novagen 
pCDFDuet-1 SmR, CDF ori, P1T7lac, P2T7lac, lacI Novagen 
pDONR221 KmR, CmR, pUC ori, attP1/2, ccdB Invitrogen 
pDEST14 ApR, pBR322 ori, PT7lac, attR1/2, 
ccdB, rop 
Invitrogen 
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Fortsetzung TabelleII.2: In dieser Arbeit verwendete und konstruierte Plasmide. 
Plasmide Genotyp Referenz 
pKK223-3 ApR, pBR322 ori, Ptac, rop Clontech 
pKD4 ApR, KmR, R6Kɤ ori, FRT Datsenko & Wanner (2000) 
pKD46 ApR, R101 ori, repA101, araC, 
ParaB, gam-bet-exo 
Datsenko & Wanner (2000) 
pQE-60 ApR, ColE1 ori, PT5lac Qiagen 
pG-KJE8 CmR, P15A ori, araC, ParaB, dnaKJ, 
grpE, tetR, Pzt1, groES, groEL 
Takara 
pND201 ApR, pUC ori, cI857, PλRPλL NCCB3197; Elvin et al. (1990) 
pCP20 ApR, CmR, PλR Repts, cI857, FLP Cherepanov & Wackernagel 
(1995) 
pUC57 ApR, pBR322 ori, lacZα Fermentas 
pTrc_td-tomato tdtom kloniert in pTrc99a Shaner et al. (2004) 
pUC57dhaB1, 
pUC57dhaB2, pUC57dhaT 
pUC57 mit dhaB1, dhaB2 und 
dhaT 
GenScript 
pMAaraE ApR, ColE1 ori, araE GeneArt 
pEcomar-GW ApR, CmR, R101 ori, repA101, 
araC, ParaB, Himar1, ccdB, attR1/2 
Dr. Eric Hüfner 
pMKaraE_Lrco KmR, ColE1 ori, PldhL, araE, TpepN GeneArt 
p29cat232 CmR, pMB1 ori, repA, sso, dso Walter et al. (2003) 
p29cat233 p29cat232 mit PldhL und TpepN diese Arbeit 
p29cat233pduP p29cat233 mit pduP  diese Arbeit 
p29cat233pduPLW p29cat233 mit pduPLW diese Arbeit 
pETDuet-1dhaB pETDuet-1 mit dhaB1 in MCSI 
und dhaB2 in MCSII 
diese Arbeit 
pCDFDuet-1ALD4 pCDFDuet-1 mit ALD4 in MCSII diese Arbeit 
pCDFDuetaldH pCDFDuet-1 mit aldH in MCSII diese Arbeit 
pCDFDuet-1araE pCDFDuet-1 mit araE in MCSII  diese Arbeit 
pCDFDuet-1dhaT pCDFDuet-1 mit dhaT in MCSI  diese Arbeit 
pEACE-tet, pEACE-tac 
pEACE-T5, pEACE-araB 
pEACE-tet+, pEACE-PrPl 
pDEST14-Derivate mit 
verschiedenen Promotern anstatt 
des T7 Promoters und rrnBT12, 
KmR, FRT 
diese Arbeit 
pEACE-tet_3HP1 pEACE-tet mit einem 
synthetischen Operon bestehend 
aus araE, dhaB1, dhaB2 und 
dhaT 
diese Arbeit 
pEACE-tet_3HP2 pEACE-tet_3HP1 ohne dhaT diese Arbeit 
pHimar1-tet3HP1 Fusion pEcomar-GW Rückgrat 
und Integrationskassette aus 
pEACE-tet_3HP1 
diese Arbeit 
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II.1.4 Oligonukleotide 
Alle Oligonukleotide wurden von Invitrogen (Darmstadt) oder Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg) in lyophilisierter Form bezogen und mit der entsprechenden Menge doppelt 
destillierten Wassers aus einer Millipore Anlage (ddH2O) auf eine Konzentration von 
50 pmol/µL verdünnt. Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 
VII.1 im Anhang aufgelistet. 
 
II.2 Mikrobiologische Methoden 
II.2.1 Nährmedien 
Alle Nährmedien wurden mit destilliertem Wasser (dH2O) angesetzt und falls nicht 
anders vermerkt nach Einwaage aller Komponenten für mindestens 20 min bei einer 
Temperatur von 121 °C und einem Druck von 200 kPa autoklaviert. Hitzelabile 
Komponenten wie Antibiotika wurden vor ihrer Verwendung sterilfiltriert (Rotilabo-
Spritzenfilter; 0,22 µm Porendurchmesser) und dem autoklavierten Medium bei einer 
Temperatur unterhalb 60 °C zugesetzt. Zur Herstellung von Agarplatten wurden dem 
Medium 15 g/L Agar-Agar hinzugefügt. 
Um auf Resistenzen zu selektieren, wurden die Medien mit den entsprechenden 
Antibiotika in den in Tabelle II.3 angegebenen Endkonzentrationen versetzt. 
Tabelle II.3: Endkonzentrationen der in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika. 
Antibiotikum Konzentration (µg/mL) 
Ampicillin (Ap) 100 
Chloramphenicol (Cm) 34 
Kanamycin (Km) 50 
Streptomycin (Sm) 50 
 
 
2YT-Medium (Sambrook & Russell, 2001)   
Trypton/ Pepton 16 g/L 
Hefeextrakt 10 g/L 
Natriumchlorid 5 g/L 
pH 7  
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Terrific Broth (TB) (Sambrook & Russell, 2001)  
Trypton/ Pepton 12 g/L 
Hefeextrakt 24 g/L 
Glyzerin 4 mL/L 
Kaliumdihydrogenphosphat 2,31 g/L 
Dikaliumhydrogenphosphat 12,54 g/L 
pH 7,2  
 
 
SOC-Medium (Sambrook & Russell, 2001)  
Trypton/ Pepton 20 g/L 
Hefeextrakt 5 g/L 
Natriumchlorid 0,5 g/L 
Kaliumchlorid 0,186 g/L 
pH 7  
nach dem Autoklavieren  
2 M Magnesiumchlorid 5 mL/L 
1 M Glukose 20 mL/L 
 
 
MRS-Medium (DSMZ 11) 
Trypton/ Pepton 10 g/L 
Fleischextrakt 10 g/L 
Hefeextrakt 5 g/L 
Tween 80 1 g/L 
Dikaliumhydrogenphosphat 2 g/L 
Natriumacetat 5 g/L 
Diammoniumhydrogencitrat 2 g/L 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,2 g/L 
Mangan(II)-Sulfat-Monohydrat 0,05 g/L 
pH 6,2-6,5  
nach dem Autoklavieren  
Glukose 20 g/L 
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LCM-G (Ahrne et al., 1992)  
Bacto Casitone 10 g/L 
Hefeextrakt 5 g/L 
Tryptose 3 g/L 
Kaliumdihydrogenphosphat 2,7 g/L 
Diammoniumhydrogencitrat 2 g/L 
Natriumacetat 1 g/L 
Cystein-Hydrochlorid 0,2 g/L 
Tween 80 1 g/L 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,58 g/L 
Mangan(II)-Sulfat-Monohydrat 0,28 g/L 
Eisen(II)-Sulfat-Heptahydrat 0,2 g/L 
pH 6,3  
Nach dem Autoklavieren  
Glukose 10 g/L 
 
 
Fermentationsmedium 1 (Tang et al., 2009) 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 1,18 g/L 
Ammoniumsulfat 3,7 g/L 
Kaliumdihydrogenphosphat 3,4 g/L 
Dikaliumhydrogenphosphat 3,49 g/L 
Struktol J673  1 mL/L 
pH 6,8  
nach dem Autoklavieren  
Magnesiumsulfat 0,99 g/L 
Glukose 20-40 g/L 
PTM1 1 mL/L 
1 M Glukose 20 mL/L 
 
 
Pichia Trace Metals Solution, PTM1 (Invitrogen) 
Kupfer(II)-Sulfat-Pentahydrat 6 g/L 
Natriumjodid 0,08 g/L 
Mangan(II)-Sulfat-Monohydrat 3 g/L 
Kobalt(II)-chlorid 0,5 g/L 
Zinkchlorid 20 g/L 
Borsäure 0,02 g/L 
Natriummolybdat-Dihydrat 0,2 g/L 
Eisen(II)-sulfat-Heptahydrat 65 g/L 
Biotin 0,2 g/L 
6 N Schwefelsäure 30 mL/L 
 
II Material und Methoden 
44 
Fermentationsmedium 2 (10-fach Konzentrat) 
Glyzerin 300-500 g/L 
Hefeextrakt 9 g/L 
Ammoniumsulfat 3,7 g/L 
Kaliumdihydrogenphosphat 3,4 g/L 
Dikaliumhydrogenphosphat 3,49 g/L 
 
II.2.2 Kultivierungsbedingungen und Stammhaltung von 
Bakterien 
Falls nicht anders vermerkt, wurden die E. coli-Stämme in Flüssigkultur bzw. auf 
Agarplatten bei 37 °C inkubiert. Die Inokulation und Kultivierung von L. reuteri fand bei 
37 °C in der Anaerobierwerkbank Bactron IV (Shellab) unter einer Atmosphäre aus 
Formiergas statt. 
Stämme mit plasmid- oder chromosomal kodierten Antibiotikaresistenzen wurden unter 
entsprechendem Selektionsdruck kultiviert (II.2.1). Übernachtkulturen (ÜNK) wurden für 
mindestens 12 h inkubiert. E .coli-Kulturen mit einem Volumen von bis zu 5 mL wurden 
im Reagenzglas, größere Kulturen in Erlenmeyer- oder Fernbachkolben bei 160 U/min 
auf einem Rundschüttler (Bühler) angezogen. Vorkulturen wurden mit Einzelkolonien 
von Stamm- bzw. Transformationsplatten oder aus Gefrierkulturen inokuliert. 
Gefrierkulturen wurden hergestellt, indem 700 µL einer ÜNK mit 300 µL sterilem, 
80%igem (v/v) Glyzerin versetzt wurden. Die Lagerung erfolgte in Cryoröhrchen (Carl 
Roth) bei -80 °C. 
 
II.2.3 Herstellung elektro-transformationskompetenter E. coli-
Zellen 
Zur Herstellung elektro-transformationskompetenter E. coli-Zellen (II.1.3) wurde 2YT-
Medium (II.2.1) mit einer ÜNK angeimpft und bei 37 °C und 160 U/min bis zum 
Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600 von 0,5-0,8) angezogen. Darauf 
folgte eine 20-minütige Inkubation auf Eis. Anschließend wurden die Zellen durch 
Zentrifugation (10 min; 4500 x g; 4 °C) geerntet. Der Überstand wurde verworfen und 
das Sediment viermal mit eiskaltem ddH2O und einmal mit eiskaltem, 20%igem (v/v) 
Glyzerin gewaschen. Nach den Waschschritten wurden die Zellen in mindestens einem 
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Hundertstel des ursprünglichen Kulturvolumens an 20%igem (v/v) Glyzerin 
aufgenommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -
80 °C gelagert. 
II.2.4 Herstellung elektro-transformationskompetenter L. reuteri-
Zellen  
Zur Herstellung elektro-transformationskompetenter L. reuteri (Ahrne et al., 1992) 
wurde LCM-G (II.2.1) aus einer ÜNK auf eine OD600 von 0,1 angeimpft und bei 37 °C bis 
zu einer OD600 von 0,6 bis 0,8 angezogen. Nach kurzem Abkühlen der Kultur auf Eis 
wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min; 4500 x g; 4 °C) geerntet und zweimal 
im gleichen Volumen sterilen, eiskalten ddH2O gewaschen. Darauf folgte ein 
Waschschritt in einem zwanzigstel Volumen Elektroporationspuffer (EHR: 1 mM HEPES 
pH 7; 0,5 M Raffinose) und zuletzt das Resuspendieren der Zellen in einem hundertstel 
Volumen EHR. 
 
II.2.5 Transformation von kompetenten E. coli-Zellen 
Die Transformation von E. coli-Zellen erfolgte mit kommerziell bezogenen, chemisch 
kompetenten Zellen (New England Biolabs) nach Herstellerangaben. 
Bei Elektrotransformationen wurden die elektrokompetenten Zellen (II.2.3) auf Eis 
aufgetaut und in einer sterilen, vorgekühlten Elektroküvette (2 mm; Peqlab) mit Plasmid-
DNA, Ligations- oder Rekombinationsansätzen vermischt. Nach der Elektroporation bei 
2500 V für 5 msec wurden die Zellen für mindestens 30 min in SOC-Medium (II.2.1) 
regeneriert und anschließend auf entsprechende Selektions-Agarplatten ausplattiert. 
 
II.2.6 Transformation von kompetenten L. reuteri-Zellen 
Zur Elektrotransformation von L. reuteri (Ahrne et al., 1992) wurden kompetente Zellen 
(II.2.4) direkt nach Herstellung in einer sterilen, vorgekühlten Elektroküvette (2 mm; 
Peqlab) mit Plasmid-DNA vermischt. Die Elektroporation erfolgte bei 2000 V für 5 msec. 
Die Regeneration der Zellen geschah über Nacht bei 37 °C in LCM-G (II.2.1). 
Anschließend wurden die Zellen auf entsprechende Selektions-Agarplatten ausplattiert. 
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II.2.7 Chromosomale Integration durch λ-Red-Rekombination 
(Albermann et al., 2010) 
Zur späteren Integration wurden Expressionskassetten mittels PCR aus den 
entsprechenden Template-Plasmiden amplifiziert. Dazu wurden Primer verwendet, die 
weiterhin spezifische Überhänge zur Umgebung des angezielten Integrationsorts 
enthielten. Nach Aufreinigung der PCR-Produkte wurden E. coli BL21 Star (DE3) B- 
pKD46 mit selbigen transformiert. Davor wurden die Zellen in der späten 
logarithmischen Wachstumsphase (OD600 von 0,7-1) geerntet und elektrokompetent 
gemacht (II.2.3). Die Expression der auf dem Plasmid pKD46 kodierten λ-Red-Enzyme 
erfolgte durch Induktion mit 20 mM L-Arabinose. Die kompetenten Zellen wurden mit 
ca. 1 µg PCR-Produkt (II.3.12) elektroporiert. Regeneration in 2YT-Medium versetzt mit 
20 mM L-Arabinose und Inkubation für 4-16 h bei 28 °C folgten auf die Elektroporation 
(II.2.5). Die Zellsuspension wurde auf MacConkey-Agarplatten mit 15 µg/mL Kanamycin 
und 1% (w/v) des entsprechenden Zuckers ausplattiert und über Nacht bei 37 °C 
bebrütet. Mittels Kontroll-PCR wurden helle Kolonien hinsichtlich korrekter 
Rekombination getestet. Die Eliminierung des Kanamycin-Resistenzmarkers erfolgte mit 
Plasmid pCP20 wie in der Literatur beschrieben (Cherepanov & Wackernagel, 1995). 
Die Rekombination mit Oligonukleotiden erfolgte analog dazu im Stamm E. coli BL21 
Star (DE3) mit 100 mM L-Arabinose als Induktor und anschließender Verwendung von 
MacConkey-Agarplatten ohne Antibiotikum. 
 
II.2.8 Chromosomale Integration durch Mariner-Transposition 
Elektrokompetente Zellen (II.2.3) von E. coli BL21 Star (DE3) B- wurden mit dem Plasmid 
pHimar1-tet3HP1, welches das Transposon bestehend aus Expressionskassette und mit 
FRT-Sequenzen versehenem Kanamycin-Resistenzgen flankiert von ITRs enthielt, 
transformiert (II.2.5). Die Regeneration erfolgte in SOC-Medium für 3 h bei 28 °C. 
Danach wurde die Zellsuspension auf 2YT-Agarplatten, die 10 mM L-Arabinose 
enthielten, ausplattiert und bei 25 °C für 2-3 Tage inkubiert. Transformanten wurden 
bezüglich Integration und Plasmidverlust durch Replika-Plattierung auf Kanamycin- und 
Ampicillin-Agarplatten getestet. 
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II.2.9 Kultivierung von Expressionskulturen 
Zur Überprüfung der Expression plasmidkodierter Gene in E. coli BL21 Star (DE3) wurden 
die Zellen unter Selektionsdruck bei 37 °C in 2YT-Medium mit 20 mM Glukose bis zu 
einer Zelldichte angezogen, welche einer OD600 zwischen 0,5 und 0,7 entsprach. Durch 
Zugabe von IPTG wurde die Genexpression induziert. Danach wurden die Kulturen bei 
28 °C für weitere 5 h inkubiert und die Zellen anschließend durch Zentrifugation 
geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 
gelagert. Die Dokumentation der Expressionsversuche erfolgte mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; II.4.2) und Bestimmung der Enzymaktivität 
(II.4.5). 
 
II.2.10 Kultivierung im BioLector 
Für Wachstumsversuche und fluoreszensbasierte Reportergenexperimente wurden die 
Zellen unter definierten Bedingungen (je nach Versuch 30–42 °C; 1500 U/m bei 3 mm 
Schüttelradius) in einem BioLector Mikrobioreaktor-System (m2p-labs; Baesweiler) 
angezogen (Samorski et al., 2005; Kensy et al., 2009). Als Kultivierungsgefäße dienten 
48-Well Flowerplates (Funke et al., 2009), welche mit luftdurchlässiger Abdichtfolie 
(ABgene; Epsom/UK) versehen wurden. Während der Kultivierung lieferte der BioLector 
quantitative Online-Daten in einer kontinuierlich geschüttelten Flowerplate. Die 
Biomasse wurde durch Streulichtmessung bei einer Wellenlänge von 620 nm 
aufgezeichnet. TdTomato-Fluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenlänge von 
540 nm und einer Emissionswellenlänge von 589 nm gemessen. Der Verstärkungsfaktor 
(Gain) betrug 100. Die Umrechnung des Streulichtsignals in OD600 erfolgte mittels 
externer Kalibrierung. Mögliche Verdunstung wurde anhand definierter Nephelometric- 
Turbidity-Unit(NTU)-Standardlösungen einberechnet. 
 
II.2.11 Kultivierung im Fermenter 
Fermentationen von E. coli-Stämmen wurden in einem 3,7 L KLF PLUS TRIO 
Laborfermenter-System (Bioengineering; Wald/Schweiz) durchgeführt. Die Sterilisation 
von Medien erfolgte in situ wie in II.2.1 beschrieben. Über einen Kühl- und einen 
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Heizfinger wurde die Temperatur kontrolliert. Die Begasung mit Druckluft oder Stickstoff 
erfolgte über einen Belüftungsring. Zwei durch einen Elektromotor angetriebene, 
sechsblättrige Scheibenblattrührer ermöglichten die Durchmischung des 
Fermenterinhalts mit Rührgeschwindigkeiten von bis zu 1500 U/min. Temperatur, 
Sauerstoffpartialdruck (pO2) und pH wurden mittels entsprechender Sonden gemessen. 
Probenahmen und Ernten wurden mithilfe eines Ernteventils durchgeführt. Die Zugabe 
von Base, Feed oder Inokulum erfolgte durch Peristaltikpumpen. Die Messwertanzeige, 
-aufzeichnung und ggf. -kontrolle von Temperatur, Belüftungsrate, Rührerdrehzahl, 
pO2- und pH-Wert erfolgte über die BioScadaLab Software. Eine Skizze der 
Fermentationsanlage ist in Abbildung II.1 dargestellt. 
 
Abbildung II.1: Skizze eines Fermenters der KLF PLUS TRIO Laborfermenter-Anlage sowie dessen 
Peripherie. 
 
Fermentationen von E. coli-Stämmen zur Produktion von 3-HP wurden wie bei Tang et 
al. (2009) in zwei Phasen unterteilt. In der ersten Phase, der Wachstumsphase, wurden 
Zellen aus einer Übertagkultur (ÜTK) in einem Minimalmedium mit Glukose als 
Kohlenstoffquelle (Fermentationsmedium 1; II.2.1) zunächst im Batch kultiviert. Der pH 
wurde mit 6 N Ammoniak bei 6,8 gehalten und die Temperatur betrug 30 °C. Der pO2 
wurde durch die Rührgeschwindigkeit mittels einer Kaskade geregelt. Bei einer Kaskade 
wird der Prozesswert eines Reglers durch gezielte Veränderung von relevanten 
Parametern durch andere Regler geregelt. Dabei gibt der Leitregler das Ausgangssignal 
an die Folgeregler weiter. Die Folgeregler übernehmen das Signal des Leitreglers und 
regeln entsprechend der Kaskadenprogrammierung. Die zur Regelung des pO2 
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verwendete Kaskade ist in Abbildung II.2 dargestellt, wobei 100% beim pO2-
Kontrollerausgang einem Standardliter Luft pro Minute und Fermentationsvolumen 
(vvm) und 100% beim Rührer-Sollwert 1500 U/min entsprechen. 
 
Abbildung II.2: Kaskade zur Regelung des pO2 durch die Rührergeschwindigkeit. 
 
Im Fed-Batch-Abschnitt der Wachstumsphase wurde der pO2 sowohl durch die 
Rührgeschwindigkeit als auch die Fütterungsrate im Rahmen einer Kaskade geregelt. Als 
Feed wurde 50% (w/v) Glukose verwendet. Die zur Regelung des pO2 im Fed-Batch-
Abschnitt verwendete Kaskade ist in Abbildung II.3 dargestellt, wobei 1% (= 1U/min) 
einer Flussrate der Medienpumpe von 0,96 mL/min entsprach. 
Auf die Wachstumsphase folgte im zweiten Teil der Fermentation die Produktionsphase. 
In dieser wurde die Agitation auf 300 U/min reduziert und mit 0,3 vvm Stickstoff begast 
bis anaerobe Konditionen im Fermenter herrschten. Danach wurde im Gegensatz zur 
diskontinuierlichen Diafiltration, welche von Tang et al. (2009) praktiziert wurde, durch 
Zugabe eines Konzentrats das glyzerinhaltige Fermentationsmedium 2 (II.2.1) in der 
schon vorhandenen Fermentationsbrühe verdünnt. 
Proben wurden in regelmäßigen Abständen entnommen und nach Zentrifugation 
Zellpellets bzw. Überstände bis zur weiteren Verarbeitung in Form von Enzymassays 
(II.4.5), Expressionsanalysen (II.3.15) und quantitativer Metabolitanalytik (II.5.1) bei -20 
bzw. -80 °C gelagert. 
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Abbildung II.3: Kaskade zur Regelung des pO2 durch die Rührergeschwindigkeit und der Fütterungsrate. 
 
L. reuteri-Fermentationen wurden im 30 L-Maßstab in einem 40 L-Biopilot Fermenter 
(Applikon; Schiedam/Niederlande) ähnlich zu Doleyres et al. (2005) durchgeführt. Die 
Inokulation erfolgte nach in situ Sterilisation des MRS-Mediums, welches zusätzlich 
20 mM Glyzerin enthielt, aus einer ÜTK. Die Temperatur betrug 30 °C bis zum Erreichen 
der mittleren exponentiellen Phase und wurde in der Folge auf 37 °C erhöht. Der pH-
Wert wurde ab 5,5 mit 5 M Natriumhydroxid konstant gehalten und die Agitation 
erfolgte durch drei sechsblättrige Rushton Scheibenblattrührer mit 300 U/min. Nach der 
Sterilisation wurden anaerobe Verhältnisse durch kurzes Begasen des Mediums mit 
Stickstoff gewährleistet. Die Zellen wurden bis zur stationären Phase kultiviert und im 
Anschluss durch Zentrifugation geerntet, zweimal mit 100 mM Kaliumphosphatpuffer 
gewaschen, in einem Zehntel Volumen 400 mM Glyzerin aufgenommen und für 2 h bei 
28 °C inkubiert. Mittels Zentrifugation vom Zellpellet getrennte Überstände wurden bis 
zur weiteren Metabolitanalytik (II.5) bei -20 °C gelagert. 
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II.3 Molekularbiologische Methoden 
II.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA 
Im kleinen Maßstab erfolgte die Isolierung von Plasmiden aus E. coli mithilfe des 
NucleoSpin Plasmid Kits (Macherey Nagel; Düren) basierend auf der Methode der 
alkalischen Lyse (Sambrook & Russell, 2001). Im größeren Maßstab erfolgte die 
Isolierung mithilfe des NucleoBond Xtra Midi Plus Kits (Macherey Nagel) nach 
Herstellerangaben. 
Für die Isolation von Plasmid-DNA aus L. reuteri wurden zunächst 15 mL MRS-Medium 
mit einer ÜNK inokuliert. Nach Inkubation bei 40 °C erfolgte die Ernte in der 
exponentiellen Wachstumsphase (OD600~0,8). Nach dem Waschen der Zellen mit 5 mL 
Phosphat gepufferter Salzlösung (Phosphate Buffered Saline; PBS; 137 mM NaCl; 
2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4) wurden die Zellen in 250 µL TE-Puffer 
(10 mM Tris-HCl pH 8; 1 mM EDTA) mit 20 mg/mL Lysozym, 250 U/mL Mutanolysin und 
2 mg/mL RNase A resuspendiert und für mindestens 30 min bei 37 °C inkubiert. Die 
weitere Plasmid-DNA-Isolation erfolgte ab Zugabe des Lysis-Puffers mit dem NucleoSpin 
Plasmid Kit nach Herstellerangaben. Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert. 
 
II.3.2 Isolierung genomischer DNA 
Die Präparation genomischer DNA erfolgte mithilfe des NucleoSpin Tissue Kits 
(Macherey Nagel) im kleinen Maßstab bzw. des NucleoBond AXG Kits (Macherey Nagel) 
im größeren Maßstab. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei 4 °C. 
 
II.3.3 Isolierung von Gesamt-RNA 
Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde ein Aliquot einer Bakterienkultur in einem 
Eppendorfgefäß geerntet und entweder direkt weiter verarbeitet oder bis zur weiteren 
Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Aufreinigung der RNA erfolgte mittels NucleoSpin 
RNA II Kit (Macherey Nagel) nach Herstellerangaben. Die Lagerung präparierter RNA 
erfolgte bei -80 °C. 
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II.3.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Größenspezifische Auftrennung und Analyse von enzymatisch verdauter DNA (II.3.7) 
oder PCR-Fragmenten (II.3.12) wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt. 
Dafür wurden Proben mit DNA-Probenpuffer (0,1% (w/v) Bromphenolblau; 0,1% (w/v) 
Xylencyanol; 50% (w/v) Glyzerin; in 1x TBE pH 8,3)  versetzt und in 0,6-1,2% (w/v) TBE-
Agarose, welche 25 µg/L Ethidiumbromid enthielt, in einem elektrischen Feld (120 V, 1x 
TBE-Laufpuffer (10 mM EDTA; 200 mM Borsäure; 100 mM Essigsäure pH 7,5)) 
aufgetrennt. Die Visualisierung der DNA erfolgte nach der Elektrophorese durch 
Bestrahlung mit UV-Licht einer Wellenlänge von 302 nm. Als 
Molekulargewichtsstandard wurde die 1 Kb oder 100 bp DNA-Leiter (Carl-Roth) 
verwendet. 
 
II.3.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (II.3.4) wurde die 
entsprechende Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit dem QIAquick 
Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach den Anweisungen des Herstellers isoliert. 
 
II.3.6 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 
Sowohl die Konzentration als auch die Reinheit von Nukleinsäuren wurde 
spektrophotometrisch mithilfe des Nanodrop ND-1000 (Peqlab) bestimmt. Die Reinheit 
wurde anhand der Quotienten E260/E230 und E260/E280 ermittelt. Diese Werte sollten 
zwischen 1,8 und 2 liegen (Sambrook & Russell, 2001). 
 
II.3.7 Hydrolytische Spaltung von DNA mit 
Restriktionsendonukleasen 
Die hydrolytische Spaltung von DNA erfolgte durch TypII-Restriktionsendonukleasen. Es 
wurden die vom Hersteller empfohlenen Bedingungen mit dem jeweils optimalen 
Reaktionspuffer gewählt. Pro µg DNA wurden 10 bis 25 U der entsprechenden 
Restriktionsendonuklease eingesetzt. Die Inkubation erfolgte für 0,5 bis 12 h. Falls nötig 
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wurde restringierte DNA von Enzymen mittels PCR Purification Kit (Qiagen) oder 
Extraktion aus einem Agarosegel (II.3.5) separiert. 
 
II.3.8 5‘-Dephosphorylierung von DNA 
Die durch die Alkalische Phosphatase katalysierte Hydrolyse der Phosphatgruppe am 
5‘-Ende der DNA diente zur Reduktion der Rezirkularisierung des Vektor-DNA-Anteils 
einer Ligationsreaktion. Die Dephosphorylierung wurde mit Calf Intestinal Phosphatase 
(CIP; New England Biolabs) durchgeführt. Sie erfolgte nach der Restriktion durch Zugabe 
von 5-10 U CIP pro µg DNA. Falls nötig wurde dephosphorylierte DNA von CIP mittels 
PCR Purification Kit (Qiagen) oder Extraktion aus einem Agarosegel (II.3.5) separiert. 
 
II.3.9 Ligation von DNA-Fragmenten 
Ligationen von DNA-Fragmenten und entsprechend hydrolysierter Vektor-DNA wurden 
mit T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) bei 16 °C für 4-16 h durchgeführt. Insert-DNA 
wurde im drei- bis fünffachen molaren Überschuss eingesetzt. 
 
II.3.10 In vitro Rekombination von DNA mittels Gateway-
Technologie 
Die auf dem sequenzspezifischen Rekombinationssystem des Bakteriophagen λ 
basierende Gateway-Technologie wurde nach Herstellerangaben entweder klassisch 
oder im One-Tube-Verfahren durchgeführt. BP- und LR-Clonase II (Invitrogen) dienten 
zur Subklonierung in pDONR221 bzw. Endklonierung in verschiedene 
Destinationsvektoren basierend auf pDEST14. Das Prinzip von Gateway-Klonierungen ist 
in Abbildung II.4 dargestellt. 
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Abbildung II.4: Schematische Darstellung der Rekombinationsreaktionen auf denen die Gateway-
Technologie basiert nach Invitrogen Gateway Clonase II Benutzerhandbuch. att Attachment sites, ccdB 
DNA-Gyrase-Hemmer-Gen zur negativen Selektion. 
 
II.3.11 In vitro Rekombination von DNA mittels Gibson-Assembly 
(Gibson et al., 2009) 
Das Gibson-Assembly ist eine Weiterentwicklung der Methode von Li & Elledge (2007) 
zum nahtlosen Zusammenfügen von DNA-Fragmenten unabhängig von 
Restriktionsschnittstellen. Dafür wurden zunächst  die DNA-Fragmente mittels PCR 
(II.3.12) amplifiziert. Durch entsprechende Oligonukleotide wurden dabei terminale 
Sequenzüberschneidungen zum benachbarten DNA-Abschnitt geschaffen, mit dem die 
Verknüpfung hergestellt werden sollte. DNA-Fragmente, die PCR-Produkte oder 
linearisierte Vektoren mit glatten Enden sein konnten, wurden in äquimolarem 
Verhältnis bei 50 °C für eine Stunde inkubiert. Dazu wurden 5 µL DNA mit 15 µL 1,5-
fachen Mastermix versetzt. Der Mastermix wurde durch das Vermischen von 320 µL 
fünffach Isothermal-Reaktionspuffer (3mL 1M Tris-HCl pH 7,5; 150 µL 2 M MgCl2; je 
60 µL 100 mM dGTP; dATP; dTTP; dCTP; 300 µL 1 M Dithiothreitol (DTT); 1,5 g 
Polyethylenglycol(PEG)-8000 und 300 µL 100 mM NAD+) mit 0,64 µL 10 U/µL T5-
Exonuklease, 20 µL 2 U/µL Phusion DNA-Polymerase, 160 µL 40 U/µL Taq DNA-Ligase 
(alle NEB) und Auffüllen mit ddH2O auf 1,2 mL hergestellt und in Aliquots bei -20 °C 
gelagert. Eine Übersicht über den Ablauf und das Prinzip dieser Methode ist in 
Abbildung II.5 zu sehen. 5 µL des Reaktionsansatzes wurden benutzt um kompetente 
E. coli-Zellen zu transformieren (II.2.5). Die Verifikation des korrekten Zusammenbaus 
erfolgte mittels Kolonie-PCR (II.3.12) oder Restriktionsanalyse (II.3.7) der isolierten 
Plasmide. 
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Abbildung II.5: Prinzip und Ablauf des Zusammenfügens von DNA-Fragmenten mithilfe der Gibson-
Assembly Methode (Gibson et al., 2009). 
 
II.3.12 Amplifikation von DNA-Fragmenten 
Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction; PCR) wurden in vitro 
selektiv DNA-Fragmente angereichert. Diese wurden für darauf folgende Klonierungen, 
Genome Walking oder zur Verifikation der Integrität von Plasmiden und der korrekten 
Insertion ins Chromosom genutzt.  
Für Klonierungen wurden DNA-Fragmente mit der Herculase II Fusion DNA-Polymerase 
(Invitrogen) nach Herstellerangaben amplifiziert. PCR im Rahmen vom Genome Walking 
erfolgte mithilfe des i-StarMAX II Mastermix (HISS Diagnostics; Freiburg) nach 
Herstellerangaben. Kontroll-PCRs wurden mit hausgemachter Taq DNA-Polymerase und 
in ddH2O resuspendierten E. coli-Zellen als Matrize durchgeführt (Tabelle II.4 und Tabelle 
II.5).  
Tabelle II.4: Reaktionskomponenten und Konzentrationen bzw. Mengen dieser in einer Standard-PCR-
Reaktion mit hausgemachter Taq DNA-Polymerase. 
Komponente Konzentration/ Menge 
Oligonukleotid I 25 pmol 
Oligonukleotid II 25 pmol 
Polymerase Puffer 1 x 
dNTPS 0,8 mM 
Magnesiumchlorid 1,5 mM 
Taq DNA-Polymerase 1 U 
ddH2O Ad. 50 µL 
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Tabelle II.5: Programm zur Durchführung einer PCR-Reaktion mit hausgemachter Taq DNA-Polymerase. 
PCR-Schritt Temperatur (°C) Dauer (s)  
Initiale Denaturierung 94 300  
Denaturierung 94 30  
Hybridisierung 55 45  30 x 
Elongation 72 60/Kb  
Terminale Elongation 72 420  
 
Falls notwendig erfolgte die Aufreinigung von PCR-Produkten mit QIAquick PCR 
Purification oder QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). 
Eine Abwandlung der klassischen PCR, welche als SOE-PCR (Splicing by overlap 
extension-PCR) bezeichnet wird (Horton et al., 1989), diente zur Fusionierung von DNA-
Fragmenten. Dabei wurden die zu verbindenden DNA-Fragmente mit Primern 
amplifiziert, die einen Überlapp generierten. Nach dem Denaturierungsschritt der PCR 
lagern sich diese überlappenden Bereiche im Hybridisierungsschritt aneinander an und 
werden durch die Polymerase in beide Richtungen zu einem Fusionsprodukt verlängert. 
Dieses wird durch anschließende Zugabe von endständigen Primern vervielfältigt. Die 
SOE-PCR wurde analog zur klassischen PCR mit der Herculase II Fusion DNA-Polymerase 
durchgeführt, wobei die zu fusionierenden DNA-Fragmente zunächst zehn PCR-Zyklen 
unterzogen wurden, bevor für weitere 30 PCR-Zyklen die Zugabe endständiger Primer 
erfolgte. 
 
II.3.13 DNA-Sequenzierung und computergestützte Analyse 
Sequenzierungen erfolgten auf Grundlage der Kettenabbruchmethode von Sanger unter 
Verwendung des Thermosequenase-Kits (GE Healthcare; München) und dem ABI Prism 
Analyzer 3730 (Life Technologies) durch die Sequenzierungsabteilung des Fraunhofer 
IME. Der Sequenzierungsansatz enthielt 20 pmol Sequenzierungsprimer und 200-900 ng 
DNA. Die Auswertung erfolgte mit den Programmen Lasergene SeqMan (DNASTAR; 
Madison/USA) und Clone Manager (Scientific & Educational Software; Cary/USA). 
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II.3.14 cDNA-Synthese 
Die reverse Transkription isolierter RNA (II.3.3) in Einzelstrang-cDNA wurde mit dem 
QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C. 
 
II.3.15 Quantitative Real-Time-PCR  
Quantitative Real-Time-PCR wurde mit dem ABI 7500 Cycler (Life Technologies) 
durchgeführt und diente zur relativen Kopienzahl- und Transkriptionsniveau-
Bestimmung. Als Reagenzien dienten die Bestandteile des Platinum SYBR Green qPCR 
SuperMix-UDG w⁄ROX (Invitrogen), welcher auf der Platinum Taq DNA-Polymerase, dem 
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I, dem Referenzfarbstoff ROX und Uracil-DNA-
Glykosylase (UDG) in Verbindung mit dUTP zur Verhinderung der Kontamination durch 
Verschleppung basiert. Als Reaktionsgefäße dienten undurchsichtige, weiße Thermo-
Fast 96-Well- Platten (Thermo Fischer) bestückt mit Ultra Clear Cap Strips (Thermo 
Fischer). In Tabelle II.6 ist der Ablauf der Real-Time-PCR und der Schmelzkurve 
dargestellt. 
Tabelle II.6: Ablauf der Real-Time-PCR. Nach Vorinkubation erfolgte die Amplifikation in 40 PCR-Zyklen. 
Das Produkt wurde im Anschluss anhand der Schmelzkurve analysiert. 
 PCR-Schritt Temperatur (°C) Dauer (s) Zyklen 
  50 120  
 Initiale Denaturierung 95 120  
Amplifikation Denaturierung 95 15 40 
 Hybridisierung 60 30 
Schmelzkurve Denaturierung 95 15  
 Hybridisierung 60 60  
 Aufschmelzen 95 30 
 Hybridisierung 60 15  
 
Für alle genutzten Oligonukleotid-Paare wurden die Effizienzen (E) anhand von 
Standardgeraden mit genomischer DNA als Matrize ermittelt. Dabei erstreckten sich die 
Datenpunkte über 4-5 Zehnerpotenzen. Die Effizienz wurde aus der Steigung der 
Standardgeraden mithilfe von Formel II.1 berechnet. Es wurden nur Oligonukleotid-
Paare verwendet, welche eine Effizienz zwischen 0,89 und 1,05 aufwiesen. 
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 = 10( ⁄ ) − 1    (Formel II.1) 
 
Zur relativen Kopienzahlbestimmung wurde Formel II.2 verwendet, wobei das Gen der 
DNA-Gyrase-Untereinheit B gyrB als Kontrollgen diente und als Wildtyp Stämme mit 
einfacher und als Mutante Stämme mit doppelter Kopienzahl bezeichnet wurden. Ct 
steht für cycle threshold und beschreibt das Überschreiten des Schwellenwerts durch das 
Fluoreszenzsignal gleichbedeutend mit dem Eintritt der PCR in die exponentielle Phase. 
 
. ℎ = ( !")(#	%&'()	*+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Die relative Quantifizierung des Transkriptionsniveaus (Vandesompele et al., 2002) 
wurde mit cDNA durchgeführt. Diese stammte aus reverser Transkription von mRNA 
(II.3.14), die aus Zellmasse von Fermentationsproben (II.2.11) extrahiert wurde. Als 
Referenzgene (REF) wurden idnT, hcaT und cysG (Primer 74-79) genutzt (Zhou et al., 
2011b). Zunächst wurden die Ct-Werte der Referenzgene und GOI innerhalb einer 
Zeitreihe mithilfe von Formel II.3 bezogen auf die stärkste Expression (min Ct) normiert, 
um die relative Quantität (Q) zu erhalten. Die Standardabweichung (SD) von Q wurde 
mithilfe von Formel II.4 berechnet. 
 
1 = ∆# 
1 = (3#40/5#)     (Formel II.3) 
 
67	1 = ∆# ∙ ln  ∙ 67	;<=!    (Formel II.4) 
 
Aus der Berechnung des geometrischen Mittels Formel II.5 der relativen Quantitäten von 
n Referenzgenen (REFn) ergab sich der Normalisierungsfaktor (NFn). Die 
Standardabweichungen wurden mittels Formel II.6 berechnet. 
 
>? = @A? ∙ A?B ∙ ⋯ ∙ A?D  (Formel II.5) 
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B
 
 
(Formel II.6) 
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Division der relativen Quantität des Zielgens durch den Normalisierungsfaktor lieferte im 
Anschluss das normalisierte Zielgen (GOInorm). Die Standardabweichung (SD GOInorm) 
und der Standardfehler (SF) dieses Wertes wurden mit Formel II.7 und II.8 berechnet, 
wobei m die Anzahl der Messungen reflektiert. 
 
67	IJK/03 = IJK/03 ∙ EF67	>?>? G
B + F67	IJKIJK G
B
   (Formel II.7) 
 
6? = 67√M     (Formel II.8) 
 
Mit dem geNorm Applet für Microsoft Excel wurden die Referenzgene auf ihre 
durchschnittliche Expressionsstabilität (M) hin untersucht. 
 
II.3.16 Southern-Hybridisierung 
Für die zur Bestimmung der chromosomalen Kopienzahl von Genen angewandte 
Methode der Southern-Hybridisierung wurde genomische DNA aus den zu 
untersuchenden E. coli-Stämmen isoliert (II.3.2). 5-10 µg davon wurden über Nacht 
mithilfe entsprechender Restriktionsendonukleasen verdaut (II.3.7) und im Anschluss 
gelelektrophoretisch aufgetrennt (0,7% (w/v) Agarose; II.3.4). Das Gel wurde sodann 
30 min lang in Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) geschwenkt, gefolgt 
von einem Waschschritt mit Wasser und sukzessiver Inkubation für 30 und 15 min in 
Neutralisationspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCl pH 8). 
Der Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (AppliChem; Darmstadt) 
erfolgte kapillar getrieben mit zehnfach SSC-Puffer (87,7 g/L NaCl; 44,1 g/L 
Natriumcitrat) über 12-16 h wie in Abbildung II.6 dargestellt. 
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Abbildung II.6: Schematische Darstellung des Aufbaus eines kapillar getriebenen Southern-Blots. 
1 Gewicht, 2 Papierhandtücher, 3 Whatman-Papier, 4 Membran, 5 Gel, 6 Gelträger, 7 Glasschale gefüllt 
mit Laufpuffer. 
 
Die Hitzefixierung der DNA auf der Nylonmembran wurde für 30 min bei 120 °C 
durchgeführt. Die Nylonmembran wurde gegebenenfalls bis zur weiteren Nutzung bei 
-20 °C gelagert. 
Zur Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde wurde ein Fragment des Zielgens 
mittels PCR amplifiziert (II.3.12). Die Markierung dieses PCR-Produkts erfolgte mit 
[α-32P]dATP (HARTMANN ANALYTIC; Braunschweig) und dem DecaLabel DNA Labeling 
Kit (Fermentas) nach Herstellerangaben. Nicht eingebaute Nukleotide wurden über 
Sephadex G-25 Gelfiltrationssäulen (GE Healthcare) abgetrennt. Die bei 99 °C für 
10 min denaturierte Sonde wurde hinzugefügt nachdem die Membran zuvor schon 3 h 
bei 65 °C in Roti Hybri Quick (Carl Roth) mit einzelsträngiger Lachssperma-DNA 
(100 µg/mL) prähybridisiert worden war. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht 
ebenfalls bei 65 °C. 
Danach wurde die Membran für 30 min mit einer 1:2-Verdünnung, weitere 30 min mit 
einer 1:5-Verdünnung und abschließend 1 h mit einer 1:10-Verdünnung Roti Hybri 
Quick gewaschen. Alle Waschschritte erfolgten bei 65 °C. 
Die Visualisierung der radioaktiven Signale erfolgte durch Exposition auf Röntgenfilm 
(GE Healthcare) und Entwicklung der Filme. Dabei wurde ein Film auf die Membran 
aufgelegt und beides umhüllt von Intensifier Screens in einer licht- und 
strahlenundurchlässigen Kassette über Nacht bei -80 °C inkubiert. Die Entwicklung und 
Fixierung des Films erfolgte mithilfe von Kodak GBX Developer und Fixer (Sigma Aldrich). 
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II.3.17 Aufklärung der Integrationslozi 
Zur Identifikation des Integrationsorts nach Transposition (II.2.8) wurde das 
GenomeWalker Universal Kit (Clontech) verwendet. Der Ablauf ist in Abbildung II.7 
dargestellt. 
Der erste Schritt bestand darin, genomische DNA aus dem zu untersuchenden Stamm zu 
isolieren (II.3.2). Diese wurde anschließend in vier parallelen Ansätzen mit den 
Restriktionsenzymen DraI, EcoRV, PvuII und StuI restringiert (II.3.7) und die im Kit 
mitgelieferten Adapter an die entstandenen Fragmente ligiert (II.3.9). Abweichend von 
den Herstellerangaben wurde nur eine PCR (II.3.12) durchgeführt. Hierfür wurden ein 
Adapterprimer (AP1) und ein genspezifischer Primer (GSP1) genutzt. Die entstandenen 
PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese (II.3.4) analysiert und danach 
aufgereinigt. Verschachtelte Adapter- und genspezifische Primer wurden dann zur 
direkten Sequenzierung (II.3.13) der aufgereinigten PCR-Produkte verwendet. 
 
Abbildung II.7: Überblick über die Funktionsweise des GenomeWalker Universal Kits. 
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Alternativ wurde der Integrationslokus auch unter Zuhilfenahme von Single Primer PCR 
aufgeklärt (Kofoid et al., 1999; Hermann et al., 2000). Deren Ausführung und die 
anschließende Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgten durch die Firma LGC 
Genomics (Berlin),  
Mithilfe der Clone Manager 9 Software (SciEd) und dem Basic Local Alignment Search 
Tool (BLAST) konnten die zunächst unbekannten Sequenzabschnitte dem 
entsprechenden Ort auf dem E. coli-Chromosom zugeordnet werden. 
 
II.4 Biochemische Methoden 
II.4.1 Herstellung zellfreier Rohextrakte 
Die Herstellung zellfreier E. coli-Rohextrakte erfolgte, nach Verdünnen auf 25%ige (w/v) 
Zellsuspensionen mit 100 mM Tris-HCl pH 7,2 durch gepulstem Ultraschall bei maximal 
80% Puls und 60% Intensität mit dem Homogenisator Sonoplus HD 2070 ausgestattet 
mit einer Mikrospitze 72 (Bandelin). Bei L. reuteri enthielt die Zellsuspension zusätzlich 
zum Puffer 5 mg/mL Lysozym und 20 U/mL Mutanolysin und wurde vor dem 
Homogenisieren für 3 h bei 37 °C inkubiert. 
Alternativ erfolgte die Herstellung zellfreier Rohextrakte mithilfe der B-PER II 
Proteinextraktionsreagenz (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben. 
 
II.4.2 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinproben erfolgte unter 
denaturierenden Bedingungen in einem diskontinuierlichen Gelsystem. Nach Versetzen 
der Proben mit Probenpuffer (fünffach Probenpuffer: 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 
30% (w/v) Glyzerin; 0,05% (w/v) Bromphenolblau; 4% (w/v) SDS; 10%  (v/v) 
β-Mercaptoethanol) und zehnminütiger Inkubation bei 99 °C, erfolgte die Auftrennung 
in Polyacrylamid-Gelen bestehend aus einem 4%igen (w/v) Sammelgel und einem 
12%igen (w/v) Trenngel (Tabelle II.7). Die SDS-PAGE wurde im entsprechenden 
Laufpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glyzin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3) bei konstant 35 mA 
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pro Gel in einer Mini-Protean Laufkammer (Biorad) durchgeführt. Als Größenstandard 
diente PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas). 
Tabelle II.7: Zusammensetzung eines Ansatzes für zwei diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele 
bestehend aus einem 4%igen Sammelgel und einem 12%igen Trenngel. 
Komponente Sammelgel (4%) Trenngel (12%) 
H2O 3625 µL 2115 µL 
1 M Tris-HCl pH 6,8 625 µL  
1 M Tris-HCl pH 8,8  3750 µL 
Rotiphorese Gel 30 830 µL 4000 µL 
10% (w/v) SDS 50 µL 100 µL 
TEMED 5 µL 10 µL 
20% (w/v) APS 15 µL 30 µL 
 
Das Anfärben der Proteine mit Coomassie Blau erfolgte mithilfe der Fairbanks-Methode 
(Fairbanks et al., 1971; Wong et al., 2000). Dazu wurde das SDS-Polyacrylamidgel in 
einer Mikrowelle bei 900 W mit Lösung A zum Kochen gebracht, kurz abgekühlt und 
anschließend in Lösung B, C und D jeweils eine Minute lang aufgekocht. Die 
Zusammensetzung der Fairbanks-Lösungen ist in Tabelle II.8 dargestellt. 
 
Tabelle II.8: Zusammensetzung der Fairbanks-Lösungen. 
Komponente Lösung A Lösung B Lösung C Lösung D 
Coomassie Brillant Blau R250 0,005% (w/v) 0,005% (w/v) 0,002% (w/v)  
Essigsäure 10% (v/v)  10% (v/v) 10% (v/v) 
2-Propanol 25% (v/v) 10% (v/v)   
 
II.4.3 Immunoblot 
Zur Immunoblotanalyse wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine (II.4.2) 
auf eine Nitrozellulosemembran (0,45 µm, Millipore) transferiert. Der Transfer erfolgte 
via Tankblot in Transferpuffer (14,4 g/L Glyzin; 3 g/L Tris; 20% (v/v) Methanol) bei 120 V 
für 90 min in einer eisgekühlten Mini Trans-Blot Cell-Apparatur von BioRad. Nach dem 
Blockieren der freien Bindestellen auf der Membran durch Inkubation in PBST-Puffer 
(PBS mit 0.05% (v/v) Tween 20) mit 2% (w/v) Milchpulver für 60 min erfolgte die 
Inkubation mit dem Primärantikörper Kaninchen-anti-His in PBS für die gleiche Dauer. 
Anschließend wurde die Membran mit PBST gewaschen und mit dem 
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Sekundärantikörper Ziege-anti-Kaninchen konjugiert mit Alkalischer Phosphatase für 
60 min in PBS inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBST und Äquilibrieren in 
AP-Puffer (100 mM Tris-HCl pH 9,6; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2) erfolgte die Detektion 
mittels 2:1 in einer 20%igen (v/v) Formamid-Lösung vermischtem Nitro-Blau Tetrazolium 
Chlorid (NBT) und 5-Brom-4-Chloro-3-Indoxylphosphat (BCIP). 
 
II.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration wurde mithilfe der Quick Start Bradford Reagenz (Biorad) oder 
des Pierce BCA Protein Assay Kits (Thermo Scientific) in 96-Well Mikrotiterplatten (MTPs) 
gemäß Herstellerangaben bestimmt. Als Standard diente Bovines Serum Albumin (BSA).  
 
II.4.5 Bestimmung der Enzymaktivität 
Die Enzymaktivität (A) wurde basierend auf dem Prinzip des optisch-enzymatischen Tests 
nach Warburg und Christian mit Formel II.9, welche vom Lambert-Beerschen-Gesetz 
abgeleitet ist, berechnet. Dabei wurde 1 Unit (U) als die Menge Enzym definiert, durch 
die 1 µmol Substrat in einer Minute umgesetzt wird. Zur Bestimmung der spezifischen 
Aktivität (spez. A; U/mg) wurde die Aktivität durch die Proteinkonzentration (mg/mL) 
dividiert. 
 
N = ∆ ∆!O ∙ PQ ∙ R ∙ S ∙      (Formel II.9) 
 
∆ ∆!O = T!U! äRW"	<	340	M	(M)										P =  !SWM	(μ[)	
										Q = M	T!U! U!	ü	>N7]	(6,22	[ ∙ MM ∙ aM)	
									R = 6aℎaℎ!RaU	R	üS!!	(aM)	
									S = ;<SWM	(μ[)	
									 = PRüW" U!	R	bMö W" 
 
Der Testansatz zur Bestimmung der Ald4-Aktivität (Suthers & Cameron, 2001) bestand 
aus 100 mM Tris-HCl pH 8, 100 mM Kaliumchlorid, 2 mM Aldehyd und 0,67 mM NAD+ 
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in einem Volumen von 1 mL. Die Messung der Extinktionszunahme bei 340 nm erfolgte 
nach Zugabe der Enzymlösung mit einem V-630Bio UV-VIS Spektrophotometer (Jasco) 
über einen Zeitraum von 60 s bei einer Temperatur von 30 °C. 
Der Testansatz zur Messung der AldH-Aktivität (Jo et al., 2008) hatte ein Volumen von 
1 mL und enthielt 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8, 1 mM DTT, 2 mM 3-HPA und 
4 mM NAD+. Die Messung der Extinktionszunahme bei 340 nm erfolgte nach Zugabe 
der Enzymlösung über einen Zeitraum von 60 s bei einer Temperatur von 37 °C. 
Der Testansatz zur Bestimmung der AraE-Aktivität (Rathnasingh et al., 2009) hatte ein 
Gesamtvolumen von 1 mL und enthielt zunächst 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 
und 1 mM β-Mercaptoethanol. Die Enzymlösung wurde für 5 min mit diesen 
Komponenten bei 37 °C inkubiert bevor nach Zugabe von 2 mM NAD+ und 2 mM 3-
HPA die Extinktionszunahme bei 340 nm über einen Zeitraum von 60 s bei 37 °C 
gemessen wurde. 
Der Testansatz zur Bestimmung der oxidativen Aktivität von DhaT (Raynaud et al., 2003) 
hatte ein Volumen von 1 mL und bestand aus 100 mM Kaliumkarbonat pH 9, 100 mM 
Ammoniumsulfat, 2 mM DTT, 2 mM NAD+ und 100 mM 1,3-PDO. Nach Zugabe der 
Enzymlösung wurde die Extinktionsänderung bei 340 nm über einen Zeitraum von 60 s 
bei 30 °C gemessen. 
Der Testansatz zur Bestimmung der PduP-Aktivität (Luo et al., 2011a) hatte ein 
Gesamtvolumen von 1 mL und enthielt 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7, 1 mM DTT, 
100 µM Coenzym A und 4 mM NAD+. Die Messung der Extinktionszunahme bei 340 nm 
erfolgte nach Zugabe der Enzymlösung über einen Zeitraum von 60 s bei einer 
Temperatur von 37 °C. 
 
II.5 Chromatografische Methoden 
II.5.1 HPLC Analytik 
Alkohole, Aldehyde und Säuren wurden mittels Hochleistungsflüssigkeits-
Chromatografie (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) an einer LC-20A 
Prominence-Anlage (Shimadzu) analysiert und quantifiziert. Durch Zentrifugation 
gewonnene Kulturüberstände wurden durch einen 0,2 µm Rotilabo-Spritzenfilter (Roth) 
gefiltert und anschließend zehnfach in 0,5% (w/v) 1,4-BDO, welches als interner 
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Standard diente, verdünnt. Zur Auftrennung wurde eine ROA-Organic Acid H+-Säule 
(30 x 4,6 mm) bestückt mit einer Carbo-H Vorsäule (4 x 3 mm; beide Phenomenex), bei 
einer Säulenofentemperatur von 42 °C und einer Flussrate von 0,3 mL/min mit 30 mM 
Schwefelsäure als Laufmittel genutzt. Die Detektion der Aldehyde und Alkohole erfolgte 
über den Brechungsindex-Detektor (Refractive Index Detector, RID), die Quantifizierung 
mithilfe des internen Standards. Säuren wurden mithilfe des Diodenarray-Detektors 
(DAD) bei einer Wellenlänge von 210 nm detektiert. Die Quantifizierung erfolgte über 
externe Kalibrierung. Da Glyzerin und 3-HP nahezu identische Retentionszeiten 
aufwiesen, Glyzerin aber nur im RID detektierbar war, wurde die Glyzerinkonzentration 
aus der Differenz zwischen der Fläche des RID- (3-HP und Glyzerin) und des DAD-Peaks 
(nur 3-HP) multipliziert mit einem Umrechnungsfaktor von 0,67 abgeschätzt. 
 
II.5.2 GC-MS Analytik 
Die gaschromatografische Auftrennung von gefilterten Zellüberständen (0,2 µm), 
welche zunächst 1:40 in Ethanol mit 0,5% (v/v) 1,4-BDO als Referenz verdünnt wurden, 
erfolgte an einem GCMS-QP2010S-Gerät (Shimadzu) mithilfe einer HB-FFAP-Säule 
(Hamilton; Martinsried; 30 m x 0,53 mm). Als Trägergas diente Helium bei einer 
Flussrate von 9 mL/min. Das Temperaturprofil der Methode ist in Tabelle II.9 dargestellt. 
Zur Identifizierung der einzelnen Komponenten des Stoffgemischs wurde an die 
gaschromatografische Auftrennung eine massenspektrometrische Messung gekoppelt. 
Die Ionisierung erfolgte dabei durch Elektronenstoß (EI) bei 1 keV, die Detektion über 
einen Quadrupol-Analysator. Anhand der entstandenen Bruchstücke konnte auf die 
untersuchten Substanzen rückgeschlossen werden. 
Tabelle II.9: Temperaturprogramm der gaschromatografischen Analyse. 
Schritt Temperatur (°C) Zeit (min) 
Injektion 250  
Haltephase 120 2 
Gradient 120-220 5 
Finale Haltephase 220 3 
 
.
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 Ergebnisse III
III.1 Produktion von 3-HP mit L. reuteri 
III.1.1 Anzucht von L. reuteri und Umsetzung von Glyzerin 
Im Zuge der Arbeiten mit L. reuteri DSM 20016 wurde zunächst der Wildtypstamm 
untersucht. Dessen Fähigkeit zur Umsetzung von Glyzerin zu 3-HPA wurde schon 
mehrmals in der Literatur beschrieben (I.2.2). Mit freien L. reuteri-Zellen konnten bisher 
maximal 18 g/L 3-HPA produziert werden (Doleyres et al., 2005). Immobilisierung der 
Zellen sowie der Einsatz eines Fängerstoffs ermöglichten sogar Titer bis zu 150 g/L (Haas 
et al., 2010; Krauter et al., 2012). 
Zur Biotransformation von Glyzerin wurde L. reuteri DSM 20016 wie in II.2.11 
beschrieben in MRS-Medium mit 20 mM Glyzerin fermentiert. Eine Zusammenfassung 
der wichtigsten Fermentationsparameter einer typischen Fermentation ist in Abbildung 
III.1 dargestellt. 
 
Abbildung III.1: Wichtigste Fermentationsparameter einer typischen Fermentation von L. reuteri DSM 
20016 (II.2.11). Über eine Fermentationsdauer von 15 h war zunächst ein deutlicher Abfall des anfänglich 
bei ca. 6 liegenden pH-Werts zu erkennen, bis dieser einhergehend mit der Zunahme an Basezugabe ab 
11 h konstant bei 5,5 gehalten wurde. Beim Erreichen der mittleren exponentiellen Wachstumsphase 
(OD600 = 2) wurde die Temperatur von 30 auf 37 °C erhöht. Durch diese Fermentationsführung wurde 
sichergestellt, dass die Zellen in der frühen stationären Phase (OD600 = 6) geerntet werden konnten. 
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Der Erntezeitpunkt zu Beginn der stationären Phase gilt laut Literatur als optimal 
bezüglich der späteren Produktivität der Zellen bei der Umsetzung von Glyzerin 
(Doleyres et al., 2005). Dabei war eine OD600 von 6 äquivalent zu 1x109 ± 1x108 
Koloniebildenden Einheiten pro mL (KBE/mL) oder 9,9 ± 0,21 g/L Zellfeuchtmasse (ZFM). 
Wie exemplarisch in Abbildung III.2 zu sehen ist, wurde während der anschließenden 
Biotransformation innerhalb von 2 h nahezu das gesamte Glyzerin umgesetzt. Es 
entstanden dabei neben dem Hauptprodukt 3-HPA, dessen höchster Titer 21,1 ± 1,4 g/L 
nach 2 h erreicht wurde, in geringen Konzentrationen 3-HP und 1,3-PDO. Die Daten 
dreier unabhängiger Biotransformationen von Glyzerin mit L. reuteri DSM 20016 sind in 
Tabelle III.1 zusammengefasst.  
 
Abbildung III.2: Umsetzung von Glyzerin mit L. reuteri DSM20016 (II.2.11). 1x1010 KBE/mL wurden für 
diese Biotransformation in 37 g/L Glyzerin (400 mM) inkubiert. (●) Glyzerin, (♦) 3-HPA, (▲) 3-HP, (▼) 
1,3-PDO. 
 
Tabelle III.1: Daten der Biotransformation von Glyzerin mit L. reuteri DSM20016. c Konzentration, 
Y Ausbeute.  
verbrauchtes Glyzerin (g/L) c3-HPA (g/L) c3-HP (g/L) c1,3-PDO (g/L) Y3-HPA (g/g) 
27,3 ± 3,5 21,1 ± 1,4 2,6 ± 0,6 0,6 ± 0,2 0,78 ± 0,15 
 
Glyzerin, 3-HPA, 3-HP und 1,3-PDO wurden alle massenspektrometrisch mittels GC-MS 
nachgewiesen (II.5.2). Das Chromatogramm und die entsprechenden Massenspektren 
mit den spezifischen Fragmentierungsmustern sind in Abbildung III.3 abgebildet. Da 
jedoch Glyzerin und 3-HP nicht separiert werden konnten, erfolgte die Quantifizierung 
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mittels HPLC (II.5.1). Ein typisches HPLC-Chromatogramm ist in Abbildung III.4 
dargestellt.  
Bei Experimenten, in denen die Biomasse nach 2 h Inkubation wiederverwertet wurde, 
konnte keine weitere Umsetzung von Glyzerin nachgewiesen werden. 
 
Abbildung III.3: Chromatogramme und Massenspektren der GC-MS-Analytik (II.5.2) von 
Biotransformations-Reaktionen (II.2.11) mit L. reuteri DSM 20016 (II.1.3). (A) Probe vor der 
Biotransformation und (B) Probe 2 h nach Beginn der Biotransformation. Dargestellt sind die 
Massenspektren von (1) 3-HPA, (2) 1,3-PDO, (3) 1,4-BDO, (4) Glyzerin und (5) 3-HP. 
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Abbildung III.4: HPLC-Chromatogramme (II.5.1) des (A) RID und (B) DAD (II.5.1). (1) Glyzerin, (2) 3-HPA, 
(3) 1,3-PDO, (4) 1,4-BDO und (5) 3-HP. 
 
III.1.2 Konstruktion eines L. reuteri-Expressionsvektors 
Nach der Charakterisierung des Wildtypstamms sollten im nächsten Schritt die Gene des 
3-HP-Stoffwechselwegs aus L. reuteri homolog exprimiert werden. Da es für L. reuteri 
keinen kommerziell erhältlichen Expressionsvektor gibt, bestand der erste Schritt darin 
einen solchen zu konstruieren. 
Dazu wurden zunächst der Promoter des L-Laktat-Dehydrogenase-Gens (PldhL) aus 
Lactobacillus sakei (L. sakei) und der Terminator des Aminopeptidase N-Gens (TpepN) aus 
Lactococcus lactis (L. lactis) vom Plasmid pMKaraE_Lrco mittels PCR amplifiziert (II.3.12). 
Dabei wurde PldhL mit den Primern 1 und 2, TpepN mit Primer 3 und 4 amplifiziert (Tabelle 
VII.1). Darauf folgte eine Fusionierung der beiden DNA-Fragmente mittels SOE-PCR 
(II.3.12) mit Primer 1 und 4. Das Fusionsfragment enthielt durch die Primer angefügte, 
endständige SalI-Schnittstellen sowie zwischen Promoter und Terminator mehrere 
singuläre Restriktionsschnittstellen. Nach Restriktion (II.3.7) mit SalI und Ligation mit 
dem ebenfalls mit SalI restringierten und danach 5‘-dephosphorylierten (II.3.8) Vektor 
p29cat232 entstand der Vektor p29cat233 (Abbildung III.5). Die Sequenz des klonierten 
Fragments wurde mittels Sequenzierung wie in II.3.13 beschrieben verifiziert.  
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Abbildung III.5: Vektorkarte des L. reuteri-Expressionsvektors p29cat233. Dieser enthielt neben einem 
Chloramphenicol-Resistenzgen zur Selektion (CmR), jeweils einem Replikationsursprung für E. coli (pMB1 
ori) und L. reuteri (sso/dso) sowie einem Replikationsprotein für L. reuteri (repA) nun also auch eine 
Expressionskassette bestehend aus Promoter (PldhL), einer MCS und einem Terminator (TpepN). 
 
III.1.3 Klonierung von pduP und pduPLW 
Im nächsten Schritt sollte der konstruierte Vektor p29cat233 genutzt werden um Gene 
oder Gencluster in L. reuteri zu exprimieren. Das Gen der CoA-abhängigen 
Propionaldehyd-Dehydrogenase (pduP) aus L. reuteri DSM 20016, welche die 
Umsetzung von 3-HPA zu 3-HPCoA katalysiert, sollte einzeln aber auch in einem Cluster 
zusammen mit den Genen der Phosphat-Propanoyltransferase (pduL) und der Propionat-
Kinase (pduW), welche die nächsten Schritte des Biosynthesewegs kodieren, 
coexprimiert werden. PduL katalysiert dabei die Umsetzung von 3-HPCoA zu 3-HPP und 
PduW die Umsetzung von  3-HPP zu 3-HP. 
Zur Klonierung von pduP in p29cat233 wurde zunächst das Gen mit den Primern 5 und 
6 aus genomischer DNA (II.3.2) von L. reuteri DSM 20016 amplifiziert. Darauf folgte die 
Fusionierung mit dem SmaI-linearisierten Vektorrückgrat mittels Gibson-Assembly wie in 
II.3.11 beschrieben. Vorherige Versuche hatten gezeigt, dass die schon im Vektor 
vorhandene Konsensus-Ribosomen-Bindestelle (RBS; AGAAAGGAGG) sich in 
Kombination mit dem auch in E. coli aktiven PldhL als problematisch hinsichtlich der 
Klonierung von Genen erwies und zu Rasterschüben in den resultierenden Klonen 
führte. Sie wurde daher gegen die RBS von ldhL aus L. sakei (AGAAAGG) ausgetauscht. 
Ferner wurde an pduP ein C-terminaler 6xHIS-Tag zur späteren Detektion mittels 
Immunoblot angefügt. Der resultierende Vektor p29cat233pduP wurde mittels 
Sequenzierung überprüft und ist in Abbildung III.6 dargestellt. 
p29cat233
5839 bps
ISal
ISbf
IPst
IAsc
ISma
IXma
INot
IEag
ISal
sso
dso
repA
pMB1 ori
CmR
PldhL
TpepN
orf5
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Zur Klonierung eines synthetischen Genclusters bestehend aus pduP, pduL und pduW in 
p29cat233 wurden die Gene aus genomischer DNA von L. reuteri DSM 20016 
amplifiziert. Dabei dienten Primer 7 und 8 zur Amplifikation von pduP, während mit den 
Primern 9 und 10 pduL und mit Primern 11 und 12 pduW amplifiziert wurden. Die 
Fusionierung der 3 PCR-Produkte und dem SmaI-linearisierten Vektorrückgrat von 
p29cat233 erfolgte mittels Gibson-Assembly. Stromaufwärts der Gene wurde jeweils die 
RBS des ldhL-Gens aus L. sakei eingefügt (s.o.). Zusätzlich war an allen Genen ein C-
terminaler HIS-Tag zur späteren Detektion im Immunoblot angefügt. Die Sequenz des 
Plasmids p29cat233pduPLW wurde mittels Sequenzierung auf ihre Korrektheit hin 
überprüft. Die Vektorkarte ist in Abbildung III.6 dargestellt. 
 
Abbildung III.6: Vektorkarten von p29cat233pduP und p29cat233pduPLW. p29cat233pduP enthielt 
außer den schon beschriebenen Elementen von p29cat233 (Abbildung III.5) das Gen der CoA-abhängigen 
Propionaldehyd-Dehydrogenase (pduP). p29cat233pduPLW enthielt zusätzlich dazu die Gene der 
Phosphat-Propanoyltransferase (pduL) und der Propionat-Kinase (pduW). Die Konstruktion der Vektoren 
erfolgte mittels Gibson-Assembly (II.3.11). 
 
III.1.4 Anzucht rekombinanter L. reuteri-Stämme und Umsetzung 
von Glyzerin 
Zur Untersuchung der Auswirkung der rekombinanten Expression von pduP, pduL und 
pduW in L. reuteri DSM 20016 wurden zunächst elektrokompetente Zellen (II.2.4) mit 
den Plasmiden p29cat233, p29cat233pduP und p29cat233pduPLW wie in II.2.6 
beschrieben transformiert. Anschließend wurden die Stämme im Schüttelkolbenmaßstab 
in MRS-Medium mit 20 mM Glyzerin bis zur frühen stationären Phase kultiviert. In 
Abbildung III.7 ist deutlich zu erkennen, dass zum Erntezeitpunkt die rekombinanten 
Stämme niedrigere Zelldichten aufweisen als der Wildtyp-Stamm im Fermenter 
(OD600 = 6). 
p29cat233pduP
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Abbildung III.7: Wachstum von L. reuteri p29cat233 (■), p29cat233pduP (●) und p29cat233pduPLW 
(▲) während der Kultivierung (II.2.2). Der Stamm, welcher den Leervektor beherbergte, wuchs am 
schnellsten und erreichte die höchste Zelldichte zum Erntezeitpunkt mit einer OD600 von ca. 5. Das 
langsamste Wachstum und die geringste Zelldichte zum Erntezeitpunkt mit einer OD600 von ca. 4 lagen 
beim Stamm vor, der p29cat233pduP trug. Für die nachfolgende Biotransformation (Abbildung III.9) 
wurde gleich viel Biomasse eingesetzt (1x1010 KBE/mL bzw. OD600 = 60). 
 
Die Überprüfung der Expression erfolgte nach Desintegration der Zellen (II.4.1) mittels 
Immunoblot (II.4.3) und PduP-Aktivitätstest mit 3-HPA als Substrat, wie in II.4.5 
beschrieben. Während im Rohextrakt von L. reuteri p29cat233 im Immunoblot keine 
Proteine spezifisch detektiert werden konnten, war bei L. reuteri p29cat233pduP ein 
Protein detektierbar, welches ein Molekulargewicht zwischen 55 und 70 kDa aufwies 
(Abbildung II.1 A). Dieses stimmt mit dem theoretischen Wert (51 kDa) und den 
Literaturangaben (Luo et al., 2011a) für PduP überein. Im Rohextrakt von L. reuteri 
p29cat233pduPLW war ebenfalls PduP detektierbar. Auffällig war dabei die geringere 
Intensität des Signals verglichen mit L. reuteri p29cat233pduP. Zusätzlich war noch ein 
weiteres Protein mit einem Molekulargewicht zwischen 40 und 55 kDa detektierbar. 
Dieses stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht von PduW (46 kDa) überein. 
Akkumulation vom 24 kDa schweren PduL, welches durch das mittlere Gen des 
synthetischen Genclusters (s.o.) kodiert wurde, konnte nicht nachgewiesen werden. Im 
PduP-Aktivitätstest zeigte sich im Rohextrakt von L. reuteri p29cat233pduP mit 0,041 ± 
0,003 U/mg eine ca. fünffache und im Rohextrakt von L. reuteri p29cat233pduPLW mit 
0,029 ± 0,006 U/mg eine dreieinhalbfache Aktivitätssteigerung gegenüber dem Stamm, 
der den Leervektor trug (Abbildung III.8 B). 
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Abbildung III.8: (A) Immunoblot (II.4.3) und (B) PduP-Enzymaktivitätstest (II.4.5) der Rohextrakte von 
L. reuteri (1) p29cat233, (2) p29cat233pduP und (3) p29cat233pduPLW. Zur Kontrolle wurde pduP auch 
auf dem T7-basierten Expressionsvektor pDEST14 in E. coli BL21 Star (DE3) exprimiert (II.2.2). Die 
spezifische Aktivität in Zellrohextrakten dieses Stammes lag bei 0,31±0,04 U/mg.  
 
Parallel zur Überprüfung der Expression wurden die drei Stämme hinsichtlich der 
Produktion von 3-HP aus Glyzerin untersucht. Dazu erfolgte nach der anaeroben 
Anzucht im Schüttelkolben die Inkubation der Zellen mit 37 g/L Glyzerin. Da bekannt ist, 
dass das pH-Optimum von PduP bei 7 liegt und das Enzym NAD+ als Cofaktor benötigt, 
wurde auch der Einfluss dieser beiden Parameter getestet. In einem Ansatz wurde 
zusätzlich zum Glyzerin 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 und in einem weiteren 
Ansatz zusätzlich zu Glyzerin und Puffer 10 mM NAD+ hinzugefügt. Die 3-HP-
Endkonzentrationen resultierend aus diesen Biotransformationen sind in Abbildung III.9 
dargestellt. Während sich bei allen Reaktionen ohne Zusätze und mit Zusatz von Puffer 
und Cofaktor keine signifikanten Unterschiede bei Konzentrationen zwischen 4,3 ± 0,1 
und 4,5 ± 0,2 g/L bzw. 4,5 ± 0,3 und 4,8 ± 0,3 g/L abzeichneten, lag bei den 
Reaktionen mit Zusatz von Puffer überraschenderweise eine tendenziell bessere 3-HP-
Produktion bei L. reuteri p29cat233 mit 4,9 ± 0,1 g/L gegenüber den anderen Stämmen 
mit 3,3 ± 0,1 und 3,5 ± 0,1 g/L vor. Allgemein kann man jedoch zusammenfassen, dass 
die Expression von pduP, pduL und pduW in diesem Falle keine große Auswirkung auf 
die 3-HP-Produktion hatte. Die 3-HPA-Konzentration betrug bei L. reuteri p29cat233 7,4 
± 0,2 bis 9,3 ± 0,4 g/L, bei L. reuteri p29cat233pduP 4,2 ± 0,1 bis 4,9 ± 0,1 g/L und bei 
L. reuteri p29cat233pduPLW 3,2 ± 0,5 bis 3,9 ± 0,2 g/L. 
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Abbildung III.9: 3-HP-Konzentrationen nach Biotransformation von Glyzerin (II.2.11) mit L. reuteri 
(■) p29cat233, (■) p29cat233pduP und (■) p29cat233pduPLW in Triplikaten. Die Biotransformationen 
erfolgten mit 1x1010 KBE/mL (OD600 = 60) in 38 g/L Glyzerin (1) ohne Zusätze, (2) mit 100 mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 7 oder (3) 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 und 100 mM NAD+. 
 
III.2 Produktion von 3-HP mit E. coli 
III.2.1 Klonierung und Expression von dhaB, dhaT und 
verschiedener Aldehyd-Dehydrogenasen 
Die Verifikation der Expression des Glyzerin-Dehydratase- (dhaB1), Aktivierungsenzym- 
und (dhaB2) 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-Gens (dhaT) sowie verschiedener Aldehyd-
Dehydrogenase-Gene erfolgte mit T7-basierten Duet-Expressionsvektoren in E. coli. Die 
Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Enzym-Tests. 
Zur Untersuchung der Expression von dhaB1 und dhaB2 aus C. butyricum sowie der 
Protein-Akkumulation wurden beide Gene zunächst in den Expressionsvektor pETDuet-1 
kloniert. Dazu wurde das durch die Firma Genscript kodonoptimierte und synthetisierte 
dhaB2 (VII.2) mit den Restriktionsenzymen NdeI und XhoI aus dem Vektor pUC57dhaB2 
geschnitten und mit dem durch die gleichen Restriktionsendonukleasen verdauten 
pETDuet-1 ligiert. Nach Identifizierung eines positiven Klons mittels Testrestriktion wurde 
der entstandene Vektor mit NcoI und NotI verdaut und mit dem durch Genscript 
kodonoptimierten dhaB1 (VII.2) ligiert, welches zuvor mit den gleichen 
Restriktionsendonukleasen aus pUC57dhaB1 geschnitten wurde. Der dadurch 
entstandene Vektor wurde als pETDuet-1dhaB bezeichnet und ist in Abbildung III.10 
dargestellt. 
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Abbildung III.10: Vektorkarte von pETDuet-1dhaB. Dieser Vektor ist ein pETDuet-1-Derivat, welches die 
mittels Restriktion (II.3.7) und Ligation (II.3.9) eingefügten Gene dhaB1 und dhaB2 enthielt. 
pETDuet-1dhaB verfügte außerdem über zwei T7-Promoter (T7), einen T7-Terminator (term), ein 
Ampicillin-Resistenzgen (ApR), einen pBR322 Replikationsursprung (pBR322 ori) und einem Lactoseoperon 
Repressorgen (lacI). 
 
Nach Transformation von E. coli BL21 Star (DE3) (II.2.5) mit pETDuet-1dhaB erfolgte die 
Expression für 5 h, wie in II.2.2 beschrieben. Die Proteinproduktion wurde via SDS-PAGE 
dokumentiert (Abbildung III.11). Anhand der Proteinakkumulationen zwischen 70 und 
100 kDa bzw. zwischen 25 und 35 kDa, welche erst nach der Induktion der Zellen mit 
IPTG auftraten, konnte die Produktion von DhaB1 und DhaB2 nachgewiesen werden, 
deren theoretische Molekulargewichte 88,1 und 34,1 kDa betragen. 
 
Abbildung III.11: SDS-PAGE-Analyse (II.4.2) der Coexpression (II.2.2) von dhaB1 und dhaB2 in E. coli 
BL21 Star (DE3) zu verschiedenen Zeitpunkten der Induktion mit IPTG. 
 
Nach der Verifikation der Expression von dhaB1 und dhaB2, welche für die Proteine 
kodieren, die die Reduktion von Glyzerin zu 3-HPA katalysieren, sollte in der Folge ein 
Enzym gefunden werden, welches den nächsten Schritt der Biosynthese katalysiert. 
Dazu wurden drei Aldehyd-Dehydrogenasen verglichen, um festzustellen, welches 
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Enzym am geeignetsten für die weiteren Arbeiten wäre. Bei den Enzymen handelte es 
sich um Ald4 aus der Hefe, AldH aus E. coli und AraE aus A. brasilense.  
ALD4, das Gen der Aldehyd-Dehydrogenase 4 aus der Hefe wurde mithilfe von Primer 
13 und 14 aus genomischer DNA von S. cerevisiae amplifiziert. Darauf folgte ein Verdau 
mit den Restriktionsendonukleasen NdeI und PacI und die Ligation mit dem in gleicher 
Weise verdauten Vektor pCDFDuet-1. Der resultierende Vektor wurde pCDFDuet-1ALD4 
genannt und ist in Abbildung III.12 A abgebildet. 
Das Gen der Aldehyd-Dehydrogenase H aus E. coli wurde mithilfe von Primer 15 und 16 
aus genomischer DNA amplifiziert. Der folgende Verdau mit den 
Restriktionsendonukleasen NdeI und XhoI ermöglichte die Ligation mit dem 
gleichermaßen verdauten Vektor pCDFDuet-1. Der dadurch entstandene Vektor wurde 
als pCDFDuet-1aldH bezeichnet und ist in Abbildung III.12 B zu sehen. 
Das kodonoptimierte α-Ketoglutarat-Semialdehyd-Dehydrogenase-Gen, araE (VII.2), 
wurde mit den Restriktionsendonukleasen NdeI und XhoI aus pMAaraE geschnitten und 
mit dem ebenfalls verdauten Vektor pCDFDuet-1 zu pCDFDuet-1araE ligiert (Abbildung 
III.12 C). 
 
Abbildung III.12: Vektorkarten von (A) pCDFDuet-1ALD4, (B) pCDFDuet-1aldH und (C) pCDFDuet-1araE. 
Alle Vektoren sind pCDFDuet-1-Derivate, welche die mittels Restriktion (II.3.7) und Ligation (II.3.9) 
eingefügten Aldehyd-Dehydrogenasegene enthielten. Abweichend vom bereits beschriebenen pETDuet-1 
(Abbildung III.10) wiesen sie ein Streptomycin-Resistenzgen (SmR) und einen CDF Replikationsursprung 
(CDF ori) auf. 
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Die Expression von ALD4, aldH und araE in E. coli BL21 Star (DE3) erfolgte wie in II.2.2 
beschrieben für 5 bis 6 h und wurde anhand von SDS-PAGE und Enzymaktivitätstests 
nachvollzogen. Die Produktion der Proteine konnte anhand der Akkumulation von 
Banden entsprechender Molekulargewichte nachgewiesen werden. Zusätzlich lieferte 
die SDS-PAGE-Analyse die Erkenntnis, dass AldH am stärksten und Ald4 am 
schwächsten produziert wurde. Durch Enzymaktivitätstests mit Zellrohextrakten konnte 
zunächst gezeigt werden, dass ALD4 mit 0,06 ± 0,003 U/mg die geringste spezifische 
Aktivität bezüglich der Umsetzung von 3-HPA zu 3-HP aufwies. AldH enthaltender 
Rohextrakt hatte im Vergleich dazu mit 1,76 ± 0,01 U/mg eine nahezu 30-fach höhere 
spezifische Aktivität. Am stärksten war jedoch die Aktivität in Rohextrakten, welche AraE 
beinhalteten. In diesen war eine spezifische Aktivität von 4,25 ± 1,05 nachweisbar. Als 
Konsequenz wurde in nachfolgenden Experimenten AraE als Aldehyd-Dehydrogenase 
zur Umsetzung von 3-HPA zu 3-HP genutzt.  
 
Abbildung III.13: SDS-PAGE-Analyse (II.4.2) der Expression (II.2.2) von (A) ALD4, (B) aldH und (C) araE zu 
verschiedenen Zeitpunkten der Induktion sowie (D) Enzymaktivitätstests (II.4.5) zum Vergleich der 
Aldehyd-Dehydrogenasen hinsichtlich der Umsetzung von 3-HPA zu 3-HP. 
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Nachdem die Produktion der Proteine, welche für die Biosynthese von 3-HP aus Glyzerin 
verantwortlich sind, in E. coli nachgewiesen werden konnte, rückte nun ein Enzym in 
den Fokus der nächsten Untersuchungen, welches nicht direkt an der 3-HP-Produktion 
beteiligt ist, jedoch in nachfolgenden Experimenten zur Cofaktor-Regeneration für die 
NAD+-abhängige Reduktion von 3-HPA zu 3-HP eingesetzt wurde (III.2.5 und III.2.7). 
Zunächst wurde das kodonoptimierte dhaT (VII.2) mit den Restriktionsendonukleasen 
NcoI und NotI aus dem Vektor pUC57dhaT geschnitten und mit dem auf gleiche Weise 
verdauten Vektor pCDFDuet-1 zu pCDFDuet-1dhaT (Abbildung III.14) ligiert. 
 
Abbildung III.14: Vektorkarte von pCDFDuet-1dhaT. Dieser Vektor ist ein pCDFDuet-1-Derivat, welches 
das mittels Restriktion (II.3.7) und Ligation (II.3.9) eingefügte Gen dhaT enthielt. 
 
Als Resultat der Expression von dhaT in E. coli BL21 Star (DE3) konnte in der SDS-PAGE-
Analyse der Zellrohextrakte eine Proteinakkumulation zwischen 40 und 50 kDa 
beobachtet werden (Abbildung III.15 A). Das stimmt mit dem theoretischen 
Molekulargewicht von DhaT überein. Zusätzlich konnte in Enzymaktivitätstests mit 
selbigem Zellrohextrakt eine spezifische Aktivität von 0,37 ± 0,06 U/mg gemessen 
werden, während im Zellrohextrakt aus Zellen, welche dhaT nicht exprimierten, eine 
spezifische Aktivität von 0,02 U/mg messbar war (Abbildung III.15 B). 
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Abbildung III.15: (A) SDS-PAGE-Analyse (II.4.2) der Expression (II.2.2) von dhaT in E. coli zu 
verschiedenen Zeitpunkten der Induktion und (B) DhaT-Enzymaktivität (II.4.5) in Zellrohextrakten der 
Expressionskultur. 
 
III.2.2 Klonierung und Charakterisierung von Plasmiden zur epi- 
und chromosomalen Expression 
Nach Verifizierung der Expression der Gene und der Bestimmung einer geeigneten 
Aldehyd-Dehydrogenase ergaben sich weitere Fragestellungen. Zunächst sollte ein 
starker Promoter ausgesucht und danach epi- und chromosomale Expression der Gene 
verglichen werden. Dazu wurde eine Serie von Vektoren basierend auf dem gleichen 
Rückgrat, jedoch verschiedene Promoter beinhaltend, konstruiert. Diese Vektoren sollten 
zusätzlich zur episomalen Expression chromosomale Integration ermöglichen. 
Als Grundlage diente wie in Abbildung III.16 zu sehen der kommerzielle Gateway-
Destinationsvektor pDEST14 der Firma Invitrogen. Im ersten Schritt wurde ein von FRT-
Sequenzen flankiertes Kanamycin-Resistenzgen stromabwärts der Expressionskassette 
hinzugefügt. Das erfolgte durch den Verdau von pDEST14 und pKD4 mit HindIII und 
anschließender Ligation von pDEST14 und dem 1508 bp langen Fragment von pKD4. 
Der resultierende Vektor mit eingefügtem Fragment im Uhrzeigersinn wurde pDEST144 
genannt. Das Kanamycin-Resistenzgen sollte zur späteren Selektion einer 
chromosomalen Integration dienen und die FRT-Sequenzen zur Entfernung des 
Kanamycin-Resistenzgens mithilfe der FLP-Rekombinase.  
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Abbildung III.16: Klonierungsschema des Expressions- und Templatevektors zur Generation von 
PCR-Fragmenten zur Integration pEACE-tet. Dieser Vektor ist ein Derivat des Gateway-Expressionsvektors 
pDEST14. Ausgehend von pDEST14 wurden mittels Restriktion (II.3.7) und Ligation (II.3.9) stromabwärts 
der Expressionskassette ein von FRT-Sequenzen flankiertes Kanamycin-Resistenzgen und die rDNA 
Terminatoren 1 und 2 (rrnBT12) hinzugefügt. Durch PCR wurde der Vektor um einen nichtkodierenden 
Bereich und den T7-Promoter verkürzt und anschließend mit einem aus Primern generierten 
Oligonukleotid-Linker ligiert. 
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Im nächsten Schritt wurden zwischen dem T7-Terminator und dem durch FRT-
Sequenzen flankierten Kanamycin-Resistenzgen die starken rDNA Terminatoren 1 und 2 
(rrnBT12) eingefügt. Dazu wurden diese mithilfe von Primer 17a und 17b aus dem 
Vektor pKK223-3 amplifiziert. Das daraus resultierende PCR-Produkt wurde wie 
pDEST144 mit der Restriktionsendonuklease NheI verdaut, was die anschießende 
Ligation beider Fragmente ermöglichte. Der daraus hervorgegangene Vektor, welcher 
die Terminatoren im Uhrzeigersinn enthielt, wurde mit pDEST144rrnBT betitelt. In der 
Folge wurde pDEST144rrnBT mit den Primern 18a und 18b amplifiziert und dadurch um 
einen nichtkodierenden Bereich und den T7-Promoter verkürzt. Durch Blunt-End-
Ligation dieses PCR-Produkts mit einem Linker generiert aus den komplementären, 
5‘-phosphorylierten Primern 19 und 20, welche die Sequenz des konstitutiven Promoters 
Pzt-1 (Delatorre et al., 1984) flankiert von XhoI und PacI-Restriktionsschnittstellen 
enthielten, entstand der erste Vektor der pEACE-Serie (E. coli Advanced Chromosomal 
Expression). Er enthielt den Pzt-1 Promoter im Uhrzeigersinn und wurde als pEACE-tet 
bezeichnet. Dieser Gateway-Destinationsvektor konnte einerseits als episomale 
Expressionsplattform fungieren. Andererseits war aber auch eine Nutzung als Template-
Plasmid für die Amplifikation des Bereichs vom Promoter bis zur zweiten FRT-Sequenz 
möglich. Die so entstandenen PCR-Produkte konnten zur λ-Red-Rekombination- 
basierten Integration mit anschließender Entfernung des Resistenzmarkers mittels 
FLP-Rekombinase genutzt werden. 
Um weitere Vektoren zu konstruieren, wurde wie in Abbildung III.17 dargestellt über die 
via Linker eingefügten XhoI- und PacI-Restriktionsschnittstellen Pzt-1 gegen andere 
Promotersequenzen ausgetauscht. Dafür wurde der tac-Promoter (Amann et al., 1983; 
Deboer et al., 1983) (VII.3) mit den Primern 21 und 22 aus pKK223-3 und der T5-
Promoter (Bujard et al., 1987) (VII.3) mit den Primern 23 und 24 aus pQE-60 amplifiziert. 
Der araB-Promoter und das Arabinose-Repressorgen araC (Perez-Perez & Gutierrez, 
1995) (VII.3) wurden mit den Primern 25 und 26 aus pG-KJE8 amplifiziert, der Pzt-1 
Promoter und das Tetrazyklin-Repressorgen tetR (Delatorre et al., 1984) (VII.3) mithilfe 
von Primer 27 und 28. Das Tandempromoter-Konstrukt bestehend aus den Promotern λr 
und λl sowie dem Gen für den temperatursensitiven Repressor cI857 (Elvin et al., 1990) 
(VII.3) wurden mit den Primern 29 und 30 aus pND201 amplifiziert. Alle PCR-Produkte 
wurden mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und PacI geschnitten und mit dem auf 
gleiche Weise verdauten Vektor pEACE-tet ligiert. Die entstandenen Vektoren wurden 
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entsprechend ihren Promotern als pEACE-tac, pEACE-T5, pEACE-araB, pEACE-tet+ und 
pEACE-PrPl bezeichnet. 
 
Abbildung III.17: Ausgangsvektor pEACE-tet und Promoter- bzw. Promoter-Regulator-Einheiten, welche 
mittels XhoI- und PacI-Restriktionsschnittstellen via Restriktion (II.3.7) und Ligation (II.3.9) eingefügt 
wurden. 
 
Nach Konstruktion der Vektoren wurde ihre Funktionalität überprüft. Der Anspruch an 
die Vektoren war, dass sie einerseits als episomale Expressionsvektoren, andererseits 
aber auch als Template für die Amplifikation von PCR-Fragmenten zur Integration 
fungieren sollten. Als Methode zur Integration wurde zunächst λ-Red-Rekombination 
genutzt. Diese beruht auf homologer Rekombination unterstützt durch die λ-Red-
Proteine Gam, Bet und Exo, welche auf dem Vektor pK46 kodiert sind und deren 
Produktion durch L-Arabinose induziert werden kann. Um eine vollständige Induktion zu 
gewährleisten, wurde daher zuallererst in E. coli JM109, dem Stamm, der für 
Expressions-/Integrationsexperimente eingesetzt werden sollte, die Verstoffwechslung 
von Arabinose unterbunden. Das geschah wie in II.2.7 beschrieben mittels 
Transformation von pKD46 enthaltenden, mit L-Arabinose induzierten E. coli JM109 mit 
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einem zum Ribulokinase-Gen (araB) homologen Oligonukleotid (Nr. 31). Dadurch 
wurden Punktmutationen an Position 1, 2, 13, 14 und 15 von araB eingeführt 
(Abbildung III.18 A). Diese Mutationen tragende und dadurch nicht mehr zur 
Metabolisierung von L-Arabinose befähigte Stämme wurden mittels MacConkey-Agar, 
welchem L-Arabinose zugesetzt worden war, durchgemustert. Im Gegensatz zum rot 
erscheinenden Wildtyp zeichneten sich L-Arabinose-defiziente Stämme durch eine 
glasig-weiße Koloniefarbe aus (Abbildung III.18 B). 
 
Abbildung III.18: (A) Gegenüberstellung der Wildtyp-Sequenz des Arabinoseoperons und der durch die 
λ-Red-Rekombination (II.2.7) mittels Oligonukleotid Nr. 31 eingeführten Nonsens-Sequenz zur Generation 
eines L-Arabinose-defizienten Stammes. (B) Verifikation des E. coli JM109 Wildtyps und L-Arabinose-
defizienten Stammes auf mit L-Arabinose versetztem MacConkey-Agar. 
 
Der konstruierte, L-Arabinose-defiziente Stamm E. coli JM109 B- wurde im Folgenden 
genutzt, um mithilfe des Reportergens tdtom die Funktionalität der Vektoren zu 
überprüfen. tdtom kodiert für das rot fluoreszierende Protein tdTomato, was eine 
einfache Detektion der Expression bzw. Proteinakkumulation ermöglichte. 
Zunächst erfolgte die Amplifikation von tdtom mithilfe der Primer 32 und 33 aus dem 
Vektor pTrc_td-tomato. Mittels BP-Rekombination wurde das Gen anschließend in 
pDONR221 subkloniert. Von dort aus konnte das Gen via LR-Rekombination in alle 
pEACE-Destinationsvektoren kloniert werden. Mit diesen wurde einerseits E. coli 
JM109 B- direkt transformiert, um so die episomale Expression zu testen. Andererseits 
wurden die pEACE-Destinationsvektoren aber auch als Vorlage genutzt, um mit den 
Primern 34 und 35 Fragmente zu amplifizieren, mit denen pKD46 enthaltende, mit 
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L-Arabinose induzierte E. coli JM109 B- transformiert werden konnten. Die durch die 
Primer angefügten homologen Überhänge zum angrenzenden Bereich des 
Maltoseoperons ermöglichten dabei unterstützt durch die λ-Red-
Rekombinationsmaschinerie die Integration in diesen Lokus. Exemplarisch für alle 
Vektoren der pEACE-Serie ist in Abbildung III.19 A die Klonierungsstrategie mit 
pEACE-tet als Destinationsvektor dargestellt. 
 
Abbildung III.19: (A) Strategie zur Klonierung von tdtom mittels Gateway-Technologie (II.3.10) in 
pEACE-tet und anschließende Integration eines aus pEACE-tet_tdtom amplifizierten PCR-Fragments ins 
Maltoseoperon auf dem Chromosom von E. coli JM 109 mithilfe von λ-Red-Rekombination (II.2.7). (B) Mit 
Maltose versetzter MacConkey-Agar zur Differenzierung zwischen Wildtyp (dunkelrot) und Stämmen, in 
denen eine Integration ins Chromosom stattgefunden hat (hellrot bis weißlich). 
 
Die Durchmusterung der transformierten Zellen nach der Integration erfolgte auf mit 
Maltose versetztem MacConkey-Agar. Dabei zeigte der Wildtyp-Stamm eine dunkelrote 
Koloniefarbe, während Stämme mit Integration als hellrote bis weißliche Kolonien 
erschienen (Abbildung III.19 B). Die Stämme mit korrekter Integration wurden im 
Anschluss auf ihre chromosomale Expression hin untersucht. 
Dazu wurden die generierten Stämme wie in II.2.10 beschrieben im BioLector 
angezogen. E. coli JM109 B- diente als Kontrolle. Dabei lag die Kultivierungstemperatur 
zunächst bei 30 °C. Nach 5 h wurden die Promoter induziert. Das geschah beim T5- und 
tac-Promoter durch Zugabe von IPTG. Der araB-Promoter wurde mit L-Arabinose und 
der Pzt1-Promoter mit Tetrazyklin induziert. Die Induktion des PrPl-Tandempromoters 
erfolgte durch Erhöhung der Temperatur auf 42 °C. Der konstitutive Pzt1-Promoter und 
der Kontrollstamm wurden nicht induziert. Mit Ausnahme der Stämme mit 
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temperaturabhängigem Promoter betrug die Kultivierungstemperatur nach der 
Induktion betrug 37 °C. 
Wie in Abbildung III.20 A und B anhand des Anstiegs der Fluoreszenz pro Biomasse zu 
erkennen ist, wirkte sich die Induktion sowohl bei epi- als auch chromosomaler 
Expression nach ca. 10 h Stunden aus. Weiterhin war die episomale Expression mit 
willkürlichen Fluoreszenz-pro-Biomasse-Einheiten zwischen 0,9 und 3,5 11- bis 18-mal 
höher als chromosomale Expression mit Werten zwischen 0,08 und 0,19 A.U.. T5 und 
araB-Promoter waren jeweils die stärksten Promoter, wobei episomal der T5-Promoter 
mit ca. 3,4 A.U. und chromosomal der araB-Promoter mit 0,19 A.U. alle anderen 
Promoter überragten. Wie auch in Abbildung III.20 C und D zum Endpunkt der 
Kultivierung im BioLector erkennbar verhält sich die Stärke der restlichen Promoter bei 
epi- und chromosomaler Expression analog zueinander. So folgten auf T5- und araB-
Promoter der induzierbare Pzt1-Promoter (tet+) mit 1,6 A.U. bei epi- und 0,15 A.U. bei 
chromosomaler Expression, der tac-Promoter mit 1,4 und 0,08 A.U., der konstitutive 
Pzt1-Promoter (tet) mit 1,3 und 0,08 A.U. und der PrPl-Tandempromoter mit 0,9 und 
0,09 A.U.. 
 
Abbildung III.20: Fluoreszenz-pro-Biomasse-Auftragung im Verlauf der Kultivierung im BioLector (II.2.10) 
gegen die Zeit für (A) episomale und (B) chromosomale Expressionsstämme sowie Fluoreszenz pro 
Biomasse zum Endpunkt der Kultivierung für (C) episomale und (D) chromosomale Expressionsstämme. 
Die Experimente wurden in Sechsfachbestimmung durchgeführt. Fluoreszenz pro Biomasse ist in 
willkürlichen Einheiten (Arbitrary Unit; A.U.) angegeben. 
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In den folgenden Experimenten wurde exemplarisch mit dem konstitutiven 
Pzt1-Promoter gearbeitet. Dieser stellte sich in den Reportergen-Assays zwar nicht als 
stärkster Promoter heraus, war jedoch aktiv und minimierte aufgrund seines 
konstitutiven Charakters die Komplexität der Folgeexperimente insofern, dass z.B. eine 
Variation der Induktor-Konzentration gänzlich außer Acht gelassen werden konnte. 
 
III.2.3 Chromosomale Integration der 3-HP-Biosynthesegene in 
E. coli JM109 
Nachfolgend zu den epi- und chromosomalen Reportergen-Assays mit den 
verschiedenen Promotern und der Selektion des konstitutiven Pzt1-Promoters für die 
weiteren Studien sollte im Zuge der Konstruktion von 3-HP-Produktionsstämmen ein 
Stamm generiert werden, der die Gene für die Enzyme der 3-HP-Synthese und Cofaktor-
Regeneration chromosomal exprimiert. Als Wirt wurde der häufig im Metabolic 
Engineering eingesetzte, natürlich schon größere Mengen an Säure produzierende K-
Stamm E. coli JM109 eingesetzt. Zur Erleichterung der chromosomalen Integration 
durch λ-Red-Rekombination wurde der in III.2.2 generierte, derivative L-Arabinose-
defiziente Stamm E. coli JM109 B- als Ausgangsstamm genutzt. 
Die Gene araE, dhaB1, dhaB2 und dhaT wurden mithilfe der Primerpaare 36/37, 38/39, 
40/41 und 42/43 aus pMAaraE, pUC57dhaB1, pUC57dhaB2 und pUC57dhaT 
amplifiziert. Über Gateway BP- und LR-Rekombination erfolgte die Klonierung aller Gene 
in den Destinationsvektor pEACE-tet. Die dadurch entstandenen Vektoren dienten als 
Matrizen zur Amplifikation einer Integrationskassette bestehend aus dem 
Pzt1-Promoter, dem jeweiligen Gen, einem T7-Terminator sowie den rrnB-Terminatoren 
1 und 2, gefolgt von einem durch FRT-Sequenzen flankierten Kanamycin-Resistenzgen. 
Zur Amplifikation der Integrationskassetten wurden Primer genutzt, welche alle die 
gleichen Bindestellen für pEACE-tet aufwiesen, sich jedoch bezüglich der Überhänge 
unterschieden, die homolog zu den angrenzenden Regionen der anvisierten 
Integrationslozi waren. Als Erstes wurde die araE enthaltende Integrationskassette mit 
den Primern 34 und 35 amplifiziert und dazu genutzt mit L-Arabinose induzierte E. coli 
JM109 B- pKD46 zu transformieren. Die mittels Primer angefügten homologen 
Abschnitte ermöglichten eine Rekombination in den malEFG-Lokus. Stämme, welche 
dieses Rekombinationsereignis aufwiesen, konnten auf mit Maltose versetzten 
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MacConkey-Agarplatten vom Wildtyp unterschieden werden (Abbildung III.21 A). Die 
korrekte Integration wurde zudem mittels Kolonie-PCR verifiziert. Der Resistenzmarker 
des auf diese Weise generierten Stammes wurde daraufhin mithilfe des FLP-
Rekombinase kodierenden Vektors pCP20 (II.2.7) entfernt, was die Möglichkeit einer 
darauf folgenden Integration mit dem gleichen Resistenzmarker eröffnete. 
Auf diese Weise wurden sukzessive Integrationskassetten mit dhaB1 (Primer 44 und 45), 
dhaB2 (Primer 46 und 47) und dhaT (Primer 48 und 49) aus den entsprechenden 
Vorlagen amplifiziert und zur Transformation eingesetzt. So konnten chronologisch 
dhaB1 in den manA-Lokus, dhaB2 in den rbsDACBK-Lokus und dhaT in den mtlAD-
Lokus integriert werden. Die einzelnen Integrationskassetten und Ziellozi sowie die 
jeweiligen Gegenüberstellungen vom Ausgangs- und Integrationsstamm auf 
MacConkey-Agarplatten sind in Abbildung III.21 dargestellt.  
 
Abbildung III.21: Integrationskassetten amplifiziert aus den jeweiligen pEACE-tet-Templatevektoren und 
die entsprechenden Integrationslozi links sowie Verifikation der Ausgangs- und resultierenden Stämme bei 
der sukzessiven Integration (II.2.7) von (A) araE, (B) dhaB1, (C) dhaB2 und (D) dhaT durch Ausstreichen auf 
MacConkey-Agarplatten mit den entsprechenden Zuckern. 
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MacConkey-Agarplatten enthielten Maltose im Falle der Integration in den malEFG-
Lokus, Mannose im Falle der Integration in den manA-Lokus, Ribose im Falle der 
Integration in den rbsDACBK-Lokus und Mannitol im Falle der Integration in den mtlAD-
Lokus. Nach Integration des letzten Gens dhaT wurde auf die Entfernung des 
Resistenzmarkers verzichtet. Der resultierende Stamm E. coli JM109 B- ΔmalEG::Pzt1-
araE ΔmanA::Pzt1-dhaB1 ΔrbsDK::Pzt1-dhaB2 ΔmtlAD::Pzt1-dhaT wurde auch als E. coli 
JM109 B- GI3HP bezeichnet. Dieser Stamm wurde im weiteren Verlauf der Arbeit 
bezüglich seiner Fähigkeit zur Produktion von 3-HP untersucht (III.2.5). 
 
III.2.4 Fusionierung und Klonierung der 3-HP-Biosynthesegene 
Nach Generierung eines Stammes mit der Befähigung zur chromosomalen Expression 
von araE, dhaB1, dhaB2 und dhaT sollte nun zum Vergleich ein Stamm konstruiert 
werden, der diese Gene episomal exprimiert. Im Zuge dessen wurden die Gene 
fusioniert und in den Expressionsvektor pEACE-tet kloniert. 
Die dafür notwendige Amplifikation von araE erfolgte mit den Primern 50 und 51, von 
dhaB1 mit den Primern 52 und 53, von dhaB2 mit den Primern 54 und 55 und von dhaT 
mit den Primern 56 und 57. Mithilfe der Primer wurden 8 Bp vor jedem Gen identische 
Konsensus-RBS (TAAGGAGG) (Ringquist et al., 1992) eingefügt. Auf die Amplifikation 
folgte die Fusionierung der Gene miteinander und dem EcoRV verdauten pUC57 via 
Gibson Assembly zum Vektor pUC57_3HP1. Nach Verifikation der korrekten 
Assemblierung mittels Kolonie-PCR wurden die in der Reihenfolge araE, dhaB1, dhaB2 
und dhaT fusionierten Gene mithilfe der Primer 58 und 59 amplifiziert. Mittels Gateway 
BP- und LR-Rekombination erfolgte daraufhin die Klonierung dieses PCR-Produkts in den 
Destinationsvektor pEACE-tet. Der resultierende Vektor wurde als pEACE-tet_3HP1 
bezeichnet. Durch Restriktion mit MluI und anschließende Selbstligation des Vektors 
wurde mit pEACE-tet_3HP2 ein Vektor generiert, welcher lediglich araE, dhaB1 und 
dhaB2, aber nicht mehr dhaT enthielt. pEACE-tet_3HP1 und pEACE-tet_3HP2 wurden 
genutzt, um E. coli JM109 B- zu transformieren und somit zusätzlich zum Vergleich von 
epi- und chromosomaler Expression den Einfluss der durch dhaT kodierten 1,3-PDO-
Dehydrogenase als Cofaktor regenerierendes Enzym zu untersuchen. Das 
Klonierungsschema für pEACE-tet_3HP1 und pEACE-tet_3HP2 ist in Abbildung III.22 
dargestellt. 
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Abbildung III.22: Klonierungsschema der Expressionsvektoren pEACE-tet_3HP1 und pEACE-tet_3HP2. 
Das Fusionieren von araE, dhaB1, dhaB2 und dhaT erfolgte über Gibson Assembly (II.3.11). Durch 
Amplifikation (II.3.12) und Gateway-Rekombination (II.3.10) wurde dieses synthetische Operon in pEACE-
tet kloniert. Ein Restriktionsschritt ermöglichte die Entfernung von dhaT. 
 
III.2.5 Fermentation von E. coli JM109 
Zur Validierung der generierten Stämme hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Produktion von 
3-HP wurden sie wie in II.2.11 beschrieben im Fermenter kultiviert. Die Analytik von 
Glyzerin, 3-HP, 1,3-PDO und den organischen Säuren erfolgte, wie in II.5.1 beschrieben. 
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Typische HPLC RID- und DAD-Chromatogramme einer Fermentation sind in Abbildung 
III.23 dargestellt.  
 
Abbildung III.23: HPLC-Chromatogramme (II.5.1) einer Fermentationsprobe von E. coli aufgenommen 
mit (A) RID und (B) DAD. (1) Glyzerin, (2) 3-HP, (3) 1,3-PDO, (4) 1,4-BDO, (5) Pyruvat, (6) Succinat, (7) 
Laktat, (8) Formiat und (9) Acetat. 
 
Wie in Abbildung III.24 zu sehen wurden E. coli JM109 B- pEACE-tet_3HP2, pEACE-
tet_3HP1 und GI 3HP1 in der Wachstumsphase bis zu einer OD600 von ca. 80 
angezogen. Das Erreichen solcher Zelldichten erforderte jedoch die Zugabe von 50 mg/L 
Prolin, Arginin und Methionin, 0,4% (w/v) Casaminosäuren und 1 mg/L Thiamin zum 
Fermentationsmedium 1 (II.2.1). Die Wachstumsphase war bei allen drei Stämmen nach 
spätestens 46 h beendet. In der darauf folgenden Produktionsphase war in allen Fällen 
eine Abnahme der Biomasse zu beobachten, wobei noch zwischen den plasmidbasierten 
Expressionsstämmen, welche zum Ende der Fermentation eine OD600 von 60 aufwiesen 
und dem chromosomalen Expressionsstamm, welcher zum Ende der Fermentation eine 
OD600 von etwas über 40 aufwies, unterschieden werden konnte. Das in der 
Produktionsphase beigefügte Glyzerin wurde in allen drei Fermentationen kaum 
verbraucht. Dementsprechend produzierten die episomalen Expressionsstämme E. coli 
JM109 B- pEACE-tet_3HP2 und pEACE-tet_3HP1 auch nach insgesamt 89 h 
Fermentation keine 3-HP. Bei der Fermentation vom chromosomalen Expressionsstamm 
E. coli JM109 B- GI 3-HP1 hingegen konnte eine 3-HP-Produktion von bis zu 4,7 g/L 
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nach 85 h nachgewiesen werden. Die intensivste Produktionsphase ist dabei 46 bis 60 h 
nach Fermentationsbeginn. In diesem Zeitraum stieg der 3-HP-Titer um ein 16-Faches 
von 0,26 auf 4,1 g/L. 
 
Abbildung III.24: Fermentationen von E. coli JM109 B- (A) pEACE-tet_3HP2, (B) pEACE-tet_3HP1 und 
(C) GI 3HP1 (II.2.11). Die Wachstumsphase erfolgte im Fermentationsmedium 1 (II.2.1) unter aeroben 
Bedingungen und mit Glukose als Kohlenstoffquelle. Die Produktionsphase erfolgte im 
Fermentationsmedium 2 (II.2.1) unter anaeroben Bedingungen mit Glyzerin als Substrat. Die (■) Biomasse 
wurde spektrophotometrisch bestimmt, (●) Glyzerin und (▲) 3-HP mittels HPLC quantifiziert (II.5.1). 
 
Basierend auf episomaler Expression konnte also weder im Stamm, welcher nur 3-HP 
produzieren sollte, noch im Stamm, welcher dazu zusätzlich 1,3-PDO produzieren sollte, 
eine Umsetzung von Glyzerin in die Endprodukte detektiert werden. Der entsprechende 
chromosomale Expressionsstamm konnte hingegen 4,7 g/L 3-HP produzieren und hob 
sich damit deutlich von den episomalen Expressionsstämmen ab. 
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III.2.6 Chromosomale Integration der 3-HP-Biosynthesegene in 
E. coli BL21 Star (DE3) 
Ausgehend von den Ergebnissen der Fermentationen von E. coli JM109 sollte nun mit 
E. coli BL21 Star (DE3) ein Vertreter der E. coli B-Stämme als Wirt für die 3-HP-
Biosynthese genutzt werden. E. coli B-Stämme sind dafür bekannt, im Vergleich zu den 
K-Stämmen natürlicherweise weniger organische Säuren zu bilden und zusätzlich 
vorteilhafter für die Produktion von Proteinen zu sein. Da aus den Fermentationen von 
E. coli JM109 weiterhin ersichtlich war, dass erst die chromosomale Expression der Gene 
eine Produktion von 3-HP ermöglichte, sollte auch von E. coli BL21 Star (DE3) sowohl ein 
chromosomaler Expressionsstamm als auch episomale Expressionsstämme konstruiert 
werden. Dabei sollte bei den episomalen Expressionsstämmen der Einfluss der Cofaktor-
Regeneration durch simultane 1,3-PDO-Produktion erörtert werden, da die 
Fermentationen von E. coli JM109 dazu noch keinen Aufschluss liefern konnten. Aus 
Gründen der Zeitersparnis sollten ferner die Gene der 3-HP-Biosynthese zur Generation 
eines chromosomalen Expressionsstammes als Gencluster integriert werden und nicht als 
einzelne Gene wie zuvor bei E. coli JM109 B-. 
Da jedoch die λ-Red-Rekombination vermittelte Integration des 8,8 Kb langen 
Genclusters, amplifiziert aus PEACE-tet_3-HP1, ins Maltoseoperon von E. coli BL21 Star 
(DE3) B-, welcher analog zum L-Arabinose-defizienten E. coli JM109 B- konstruiert 
wurde, mehrmals misslang, musste eine alternative Integrationsmethode angewandt 
werden. Die Wahl fiel dabei auf Himar1-vermittelte Transposition, eine Methode, welche 
zwar ungerichtet ist, aber schon eingesetzt wurde, um besonders große Gencluster ins 
Chromosom zu integrieren (Fu et al., 2008). 
Um Himar1 zur Transposition des Genclusters zu nutzen, wurde mit den Primern 60 und 
61 das Rückgrat des Vektors pEcomar-GW amplifiziert. Dieses beinhaltete ein Ampicillin-
Resistenzgen, das Arabinose-Repressorgen araC, das Gen der Himar1-Transposase unter 
Kontrolle des Arabinose-Promoters und einen temperatursensitiven Replikationsursprung 
(oriR101) mit dem entsprechenden Replikationsprotein (repA101). Parallel dazu erfolgte 
die Amplifikation der bereits beschriebenen (III.2.3) Integrationskassette aus 
pEACE-tet_3HP1 mit den Primern 62 und 63. Durch diese wurden endständig ITR-
Sequenzen angefügt, die zur Transposition notwendig sind. Mittels Blunt-End-Ligation 
der beiden PCR-Produkte wurde der Transposon-Vektor pHimar1-tet3HP1 konstruiert, 
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welcher die Integrationskassette in Uhrzeigersinn-Orientierung enthielt. Die 
Klonierungsstrategie ist in Abbildung III.25 visualisiert. 
 
Abbildung III.25: Konstruktion des Transposonvektors pHimar1-tet3HP1. Dieser entstand durch Ligation 
(II.3.9) von DNA-Fragmenten, welche aus pEcomarGW und pEACE-tet_3HP1 amplifiziert (II.3.12) wurden. 
Das aus pEcomar-GW amplifizierte Fragment enthielt genetische Elemente zur Expression des 
Transposasegens (Himar1), Selektion (ApR) und konditionaler Replikation (repA101). Das Fragment aus 
pEACE-tet_3HP1 enthielt genetische Elemente zur Expression der 3-HP-Biosynthesegene (Pzt-1, araE, 
dhaB1, dhaB2, dhaT TT7 und rrnBT12) sowie zur Selektion einer Integration (KmR). Die Transposase-
Erkennungssequenzen (ITRs) wurden durch die Primer 62 und 63 angefügt.  
 
Im Anschluss an die Konstruktion wurde mithilfe des Vektors pHimar1-tet3HP1ein E. coli 
BL21 Star (DE3)-Stamm mit einer chromosomalen Integration generiert. Dieser sollte mit 
plasmidbasierten Expressionsstämmen bezüglich der 3-HP-Produktion verglichen 
werden.  
Der Ablauf einer chromosomalen Integration mithilfe von Himar1 verlief wie in 
Abbildung III.26 dargestellt und schon in II.2.8 beschrieben. Der auf diese Weise 
konstruierte Stamm, mit einer einfachen Integration der Gene wurde als E. coli BL21 
Star (DE3) B- 2 bezeichnet und war gleichzeitig der Ausgangsstamm für die nächste 
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Integration. Diese diente zum Beweis der Wiederverwertbarkeit der Mariner-
Transposition-vermittelten Integrationsmethode und zum Vergleich des Einflusses von 
einfacher gegenüber doppelter Kopienzahl der Gene auf die 3-HP-Produktbildung. Bis 
auf das Auslassen der Identifikation des Integrationslokus und der Entfernung des 
Selektionsmarkers verlief die zweite Integration identisch zur ersten. Der so generierte 
Integrationsstamm mit zweifacher Integration der Gene wurde als E. coli BL21 Star (DE3) 
B- 418 bezeichnet. 
 
Abbildung III.26: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Mariner-Transposition vermittelten 
Integration ins Chromosom (II.2.8). Diese begann mit der Transformation (II.2.3) des Ausgangsstamms 
E. coli BL21 Star (DE3) B- mit pHimar1-tet3HP1. In Anwesenheit von Ampicillin zur Selektion und 
L-Arabinose zur Induktion der Transposition wurden transformierte Zellen auf Agarplatten bebrütet. Nach 
der Ausdünnung des temperatursensitiven Replikons und Bestimmung von Integrationsstämmen mittels 
Selektion und Konterselektion auf Kanamycin und Ampicillin erfolgte die Verifizierung der Stämme 
zunächst mittels PCR der Integrationskassette aus genomischer DNA (II.3.12), Aufnahme von 
Wachstumskurven (II.2.10), Bestimmung der Enzymaktivitäten (II.4.5) und Visualisierung der Proteine 
mittels SDS-PAGE (II.4.2). Später folgte eine eingehendere Verifikation mittels Southern Hybridisierung 
(II.3.16), quantitativer Real-Time-PCR (II.3.15) und Bestimmung des Integrationslokus (II.3.17). Der von 
FRT-Sequenzen flankierte Selektionsmarker wurde mithilfe der auf pCP20 kodierten FLP-Rekombinase 
entfernt. Die schwarzen Pfeile in pHimar1 stellen die ITRs dar. KmR Kanamycin-Resistenzgen, ori-ts 
temperatursensitiver Replikationsursprung, L-Ara L-Arabinose. 
 
Im Rahmen der Verifikation der durch Mariner-Transposition generierten 
Integrationsstämme erfolgte wie in Abbildung III.27 A dargestellt zunächst eine 
Charakterisierung des Wachstums im Fermentationsmedium durch Kultivierung im 
BioLector (II.2.10). E. coli BL21 Star (DE3) B- pUC19 als Leervektorkontrolle ohne 
Genexpression und E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3-HP1 als episomaler 
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Expressionsstamm wurden zur Einordnung des Wachstums der Integrationsstämme 
ebenfalls kultiviert. Während der den Leervektor tragende Stamm eine OD600 von über 
20, und damit die höchste Zelldichte aller vier untersuchten Stämme nach 20 h 
erreichte, konnte mit dem episomalen Expressionsstamm in der gleichen Zeit eine OD600 
von 6,8 erzielt werden, was die niedrigste erreichte Zelldichte war. Dazwischen lagen 
der einfache Integrationsstamm mit einer Zelldichte von 13,8 und der zweifache 
Integrationsstamm mit einer Zelldichte von 8,6 zum Endzeitpunkt der Kultivierung. Die 
maximal erreichte Zelldichte der Stämme spiegelte sich auch in den maximalen 
Wachstumsraten (µmax) wieder. Die höchste und niedrigste Wachstumsrate mit 0,37 h-1  
und 0,14 h-1 wiesen dabei der Kontrollstamm und der episomale Expressionsstamm auf. 
Das Wachstum des einfachen Integrationsstamms war bei einer Wachstumsrate von 
0,3 h-1 in der exponentiellen Phase 1,7-fach schneller als der zweifache 
Integrationsstamm mit einer Wachstumsrate von 0,18 h-1. 
Im Anschluss an die Kultivierung im BioLector wurden die Zellen desintegriert und die 
Zellrohextrakte auf ihre Aldehyd-Dehydrogenase-Aktivität getestet (Abbildung III.27 B). 
Bei der Analyse der Zellrohextrakte des Kontrollstamms konnte keine Aktivität 
nachgewiesen werden. Zellrohextrakte vom episomalen Expressionsstamm zeigten die 
höchste spezifische Aktivität mit 0,54 ± 0,05 U/mg. Im einfachen und zweifachen 
Integrationsstamm konnte bezogen darauf mit 0,26 ± 0,02 bzw. 0,3 ± 0,04 U/mg 
ungefähr die Hälfte an spezifischer Aktivität gemessen werden. 
Weiterhin erfolgte die Analyse der Zellrohextrakte mittels SDS-PAGE (Abbildung III.27 C). 
Charakteristisch für diese war, dass besonders bei den Integrationsstämmen 
Proteinakkumulationen in den relevanten Bereichen sichtbar waren, während der 
Plasmid-basierte Stamm kaum vom Kontrollstamm zu unterscheiden war.  
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Abbildung III.27: Vergleich der Integrationsstämme mit dem plasmidbasierten Stamm. 
(A) Wachstumskurven von E. coli BL21 Star (DE3) B- (▬) pUC19, (▬) pEACE-tet_3HP1, (▬) 2 und (▬) 418 
aufgenommen mithilfe des BioLectors (II.2.10) in Sechsfachbestimmung. (B) Spezifische Aktivität von AraE 
(II.4.5; Dreifachbestimmung) in den Zellrohextrakten und (C) SDS-PAGE (II.4.2) der Zellrohextrakte von 
E. coli BL21 Star (DE3) B- (1) pUC19, (2) pEACE-tet_3HP1, (3) 2 und (4) 418. 
 
Die Verifikation der Integrationsstämme umfasste des Weiteren auch eine genetische 
Charakterisierung, deren erstes Ziel die Bestimmung der Kopienzahl der integrierten 
Gene auf dem Chromosom war. Southern Hybridisierung (II.3.16) und quantitative Real-
Time-PCR (II.3.15) waren dabei die Methoden der Wahl. 
Für die Southern Hybridisierung wurde genomische DNA, isoliert aus E. coli BL21 Star 
(DE3) B- und den Integrationsstämmen 2 und 418, mit jeweils drei verschiedenen 
Restriktionsendonukleasen verdaut(Abbildung III.28 A). Die Sonde wurde mithilfe von 
Primer 64 und 65 aus araE, dem nächsten Gen zur 5‘-ITR, amplifiziert. Nach der 
radioaktiven Markierung erfolgte die Hybridisierung mit der Membran, auf die die 
verdaute genomische DNA im Anschluss an die Auftrennung mittels Agarose-
Gelelektrophorese transferiert wurde. Wie in Abbildung III.28 B auf dem zur 
Visualisierung der radioaktiven Signale genutzten Röntgenfilm erkennbar, ist bei allen 
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drei Restriktionsansätzen im Kontrollstamm kein Signal zu erkennen, wohingegen beim 
einfachen Integrationsstamm ein Signal und beim zweifachen Integrationsstamm zwei 
Signale detektiert werden konnten. 
 
Abbildung III.28: (A) Veranschaulichung der Hybridisierungsstrategie anhand einer schematischen 
Darstellung der Integrationskassette einschließlich der Position der Sonde sowie der Schnittstellen der zur 
Restriktion (II.3.7) der genomischen DNA verwendeten Restriktionsendonukleasen. Die radioaktiv 
markierte Sonde wurde mithilfe eines aus araE (erstes Gen nach der 5‘-ITR) amplifizierten PCR-Fragments 
(II.3.12) generiert. Die Restriktionsendonukleasen wurden unter den Gesichtspunkten ausgesucht, dass sie 
möglichst nahe der 5‘-ITR schneiden und Fragmente generieren, die den Teil der Integrationskassette 
enthalten an den die Sonde binden konnte. Durch die Einhaltung dieser Kriterien wurde gewährleistet, 
dass auch unterschiedlich lange Fragmente von möglichen verschiedenen Integrationslozi im Agarosegel 
trennbar waren und somit als distinkte Signale detektiert werden konnten. (B) Röntgenfilm einer Southern 
Hybridisierung (II.3.16) mit genomischer DNA (II.3.2) von (1) E. coli BL21 Star (DE3) B-, (2) 2 und (3) 418. 
Die genomische DNA der Stämme wurde zuvor mit den Restriktionsendnukleasen EcoRI, HindIII und PstI 
verdaut. 
 
Untermauert wurden diese Ergebnisse mithilfe der quantitativen Real-Time-PCR, in der 
genomische DNA aus dem einfachen und dem zweifachen Integrationsstamm als 
Vorlage diente und anhand des Verhältnisses des Ct-Werts von araE, welches als 
Testgen stellvertretend für die gesamte Integrationskassette untersucht wurde, zum 
Ct-Wert des Kontrollgens gyrB die relative Kopienzahl bestimmt werden konnte. Zur 
Amplifikation von ca. 200 bp langen Fragmenten aus araE bzw. gyrB wurden die 
Primerpaare 66 und 67 bzw. 68 und 69 verwendet. Diese wiesen im Durchschnitt 
Effizienzen von 1,05 bzw. 0,97 (Formel II.1) auf. Anhand der aus den 
Amplifikationsverläufen (Abbildung III.29) ermittelten Ct-Werte und unter 
Berücksichtigung der unterschiedlichen Primereffizienzen erfolgte die Berechnung der 
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Kopienzahl von araE in E. coli BL21 Star (DE3) B- 418 in Relation zur Kopienzahl in E. coli 
BL21 Star (DE3) B- 2 mithilfe von Formel II.2 folgendermaßen: 
 
 
. ℎ = ()(#	d-ef	g0-/	-0-h	#	ijd-ef	g0-/	-0-h)("bk)(#	d-ef	g0-/	(0l	#	ijd-ef	g0-/	(0l)	 
 
. ℎ = 2,05(n,onp,nq)1,97(t,utq,vo) = 2,03 
 
 
Abbildung III.29: Verlauf einer Real-Time-PCR (II.3.15) zur Bestimmung der Kopienzahl in genomischer 
DNA von E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 mit (---) gyrB als Referenzgen und (▬) araE als Zielgen und E. coli 
BL21 Star (DE3) B- 418 mit (---) gyrB als Referenzgen und (▬) araE als Zielgen. Die daraus gewonnen Ct-
Werte wurden zur Berechnung der relativen Kopienzahl (Formel II.2) verwendet. 
 
Im Zusammenhang mit der genetischen Charakterisierung wurde ferner der 
Integrationslokus im einfachen Integrationsstamm via Genome Walking (II.3.17) 
stromaufwärts der 5‘-ITR bestimmt. Dazu wurden mithilfe eines Adapterprimers (Nr. 70) 
und eines genspezifischen Primers (Nr. 71) zunächst Fragmente aus den verschiedenen 
Genome Walking-Bibliotheken amplifiziert. Die direkte Sequenzierung der PCR-Produkte 
erfolgte mit verschachtelten Primern, wovon der eine ein Adapterprimer (Nr. 72) und der 
andere ein genspezifischer Primer (Nr. 73) war. Die dadurch erhaltenen Sequenzen 
bestanden dabei aus einem Teil, der identisch zum 5‘-Ende der Integrationskassette war. 
Der andere vorerst unbekannte Teil der Sequenz konnte per blastn mit der Genbank-
Datenbank dem Gen der Adenin-Phosphoribosyltransferase (apt) zugeordnet werden. 
Aus den Sequenzen erfolgte die Ableitung des genauen Integrationsorts der 
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Expressionskassette zwischen bp 299 und 300 von apt. Die genaue Basenabfolge lautete 
GAAACTTAXXXCGACCTGGA, wobei XXX die Integrationskassette symbolisiert. Diese 
sowie der Integrationslokus mit den umliegenden Genen sind in Abbildung III.30 A 
dargestellt. 
Der zusätzliche Integrationslokus im zweifachen Integrationsstamm wurde stromabwärts 
der 3‘-ITR mittels Single Primer PCR (II.3.17) aufgeklärt. Analog zum Genome Walking 
wurde der genaue Integrationsort zwischen bp 327 und 328 von yidG (Gen eines 
Innermembranproteins) bestimmt. Die Basenabfolge war in diesem Falle  
CGCATATAXXXCATCAACT. Das Transposon, der Integrationslokus sowie dessen 
genomische Umgebung sind in Abbildung III.30 B dargestellt. 
 
Abbildung III.30: Durch ITRs flankiertes Transposon und der (A) erste sowie (B) zweite Integrationslokus 
in E. coli BL21 Star (DE3) B-. Der erste Integrationslokus wurde via Genome Walking, der zweite mittels 
Single Primer PCR bestimmt. Die Gene des ersten Integrationslokus kodieren für folgende Proteine: kefA 
(Kalium-Effluxpumpe), ybaM (kleines Protein involviert in die Zellhüllen-Stressantwort), priC (promosomale 
Replikationsprotein-Untereinheit), ybaN (konserviertes Innermembranprotein), apt (Adenin-
Phosphoribosyltransferase), dnaX (DNA-Polymerase III γ- und τ-Untereinheiten), ybaB (konserviertes DNA-
Bindeprotein), recR (Protein involviert in DNA-Rekombination und -Reparatur), htpG (molekulares 
Chaperon der HSP90-Familie), adk (Adenylat-Kinase). Die Gene des zweiten Integrationslokus kodieren für 
folgende Proteine: emrD (Multidrug-Resistenzprotein), yidF (nicht charakterisiertes Protein), yidG 
(Innermembranprotein), yidH (Innermembranprotein), yidI (Innermembranprotein), yidJ (nicht 
charakterisierte Sulfatase), yidK (nicht charakterisierter Symporter), yidL (nicht charakterisierter 
Transkriptionsregulator). 
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III.2.7 Fermentation von E. coli BL21 Star (DE3) 
Auf die mikrobiologische, proteinbiochemische und genetische Charakterisierung der 
generierten Stämme folgte die vergleichende Untersuchung dieser chromosomalen 
Expressionsstämme mit episomalen Expressionsstämmen im Hinblick auf die 3-HP-
Produktion. Zuvor wurde der Einfluss der Cofaktor-Regeneration ermittelt. Dazu wurde 
mit dem episomalen Expressionsstamm E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP2 ein 
Stamm fermentiert, welcher nicht in der Lage war den Cofaktor zu regenerieren, 
wohingegen der ebenfalls auf episomaler Expression basierende Stamm E. coli BL21 Star 
(DE3) B- pEACE-tet_3HP1 mit der zusätzlichen Kodierung von dhaT die genetische Basis 
für die Regeneration des Cofaktors aufwies. 
Beide Stämme wurden in der 17- bis 19-stündigen Wachstumsphase bis zu einer OD600 
von ca. 80 angezogen. Nach der Umstellung von aeroben auf anaerobe 
Kultivierungsbedingungen erfolgte die Zugabe von etwa 50 g/L Glyzerin durch das 
Fermentationsmedium 2. Bei der Umsetzung dieses Substrats zu 3-HP in der 
Produktionsphase konnte nach 70 h Fermentation bei E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-
tet_3HP2 eine 3-HP-Konzentration von 1,2 g/L im Überstand gemessen werden. Dieser 
Titer wurde schon nach 35 h erreicht und blieb danach konstant (Abbildung III.31 A). Im 
Vergleich dazu produzierte E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 in der gleichen 
Zeit 19,2 g/L 3-HP, was eine fast 20-fache Steigerung darstellte (Abbildung III.31 B). 
Gleichzeitig dazu erfolgte die Coproduktion von 16,3 g/L 1,3-PDO, welche aus der 
NADH-regenerierenden Reduktion von Glyzerin katalysiert durch DhaT, resultierte. Die 
Hauptphase der Produktion von 3-HP und 1,3-PDO lag zwischen ca. 21 und 46 h. In 
diesem Zeitraum wurden 92% der 3-HP und 91% des 1,3-PDO synthetisiert. Zwischen 
46 und 71 h nach Fermentationsbeginn stiegen die Titer nur noch marginal. Trotz 
unterschiedlicher 3-HP-Produktion war bei beiden Fermentationen in der 
Produktionsphase eine Abnahme der Biomasse auf eine OD600 von 30 bis 35 zu 
beobachten. 
Bei Betrachtung der Aktivität von AraE während der Produktionsphase der Fermentation 
von E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 fiel eine stetige Abnahme auf (Abbildung 
III.32 A). Während 21 h nach Fermentationsbeginn die spezifische Aktivität noch 
0,41 U/mg betrug, waren zum Endzeitpunkt der Fermentation nur noch 0,08 U/mg 
messbar. Im Vergleich dazu war bei der der Fermentation von E. coli JM109 B- 
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pEACE-tet_3HP1 (III.2.5) die spezifische Aktivität zu Beginn der Produktionsphase mit 
0,02 U/mg 20-fach niedriger und stieg bis zum Ende unmerklich auf 0,06 U/mg. Nicht 
nur bezüglich der Enzymaktivitäten sondern auch bezüglich der Säureproduktion 
unterschieden sich beide Stämme (Abbildung III.32 B). E. coli JM109 B- pEACE-tet_3HP1 
produzierte weniger Laktat sowie mehr Acetat und Succinat als E. coli BL21 Star (DE3) B- 
pEACE-tet_3HP1. Besonders deutlich war der Unterschied bei der Acetatproduktion, da  
E. coli JM109 B- pEACE-tet_3HP1mit 7,7 g/L Acetat ca. dreimal so viel wie E. coli BL21 
Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 (2,5 g/L) produzierte. 
 
Abbildung III.31: Fermentationen (II.2.11) von E. coli BL21 Star (DE3) B- (A) pEACE-tet_3HP2, (B) pEACE-
tet_3HP1 und (C) 2 unterteilt in aerober Wachstumsphase und anaerober Produktionsphase. Die (■) 
Biomasse wurde spektrophotometrisch ermittelt. (●) Glyzerin, (▲) 3-HP und (▼) 1,3-PDO wurden mittels 
HPLC quantifiziert (II.5.1). 
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Abbildung III.32: (A) Doppelbestimmung der Aktivität von AraE (II.4.5) im Verlauf der anaeroben 
Produktionsphase und (B) mittels HPLC bestimmte Säurekonzentrationen (II.5.1) zum Endzeitpunkt der 
Fermentationen (II.2.11) von (□) E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 und (□) E. coli JM109 B- 
pEACE-tet_3HP1 (Abbildung III.24). 
 
Nachdem der Einfluss der Stammwahl und Cofaktor-Regeneration auf die anaerobe 
Umsetzung von Glyzerin zu 3-HP untersucht worden war, galt es als Nächstes 
herauszufinden, wie sich die chromosomale Expression der Gene auf die Produktivität 
auswirkt. Dazu wurde der einfache Integrationsstamm E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 unter 
gleichen Verhältnissen im Fermenter kultiviert wie zuvor der plasmidbasierte Stamm 
E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1. Wie in Abbildung III.31 C zu sehen ist, 
konnten dabei mit 17,7 g/L 3-HP und 18,9 g/L 1,3-PDO ähnliche Titer erreicht werden. 
Auch hier lag die Hauptphase der 3-HP- und 1,3-PDO-Bildung zu Beginn der 
Produktionsphase zwischen 19 und 43 h nach Fermentationsstart. In diesem Zeitintervall 
wurden 88% der 3-HP und 100% des 1,3-PDO produziert. Parallel zu den 
Fermentationen der episomalen Expressionsstämme wurde in diesem Fall die 
Produktbildung von einer Abnahme der Biomasse auf eine OD600 von 55 begleitet. 
Es kristallisierte sich bei den Fermentationen mit E. coli BL21 Star (DE3) B- 
pEACE-tet_3HP1 und E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 also kein signifikanter Unterschied 
zwischen episomaler und chromosomaler Expression der 3-HP-Biosynthesegene 
hinsichtlich der 3-HP-Produktion heraus. Um herauszufinden, ob dieses Phänomen 
abhängig von der Biomasse war und zur allgemeinen Beurteilung des Einflusses der 
Biomasse auf die Produktbildung, wurde in den folgenden Fermentationsexperimenten 
dieser Parameter geändert. Dafür wurden die Stämme in der Wachstumsphase auf eine 
doppelt so hohe Zelldichte wie in den vorangegangenen Fermentationen herangezogen. 
Zusätzlich zur Kultivierung bis zu einer OD600 von 160 in der Wachstumsphase wurde in 
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der daran anschließenden Produktionsphase auch das Substrat in einer höheren 
Konzentration eingesetzt. 
Unter diesen Umständen produzierte der episomale Expressionsstamm E. coli BL21 Star 
(DE3) B- pEACE-tet_3HP1, dessen Wachstumsphase 36 h andauerte, nach 64 h 
23,6 g/L 3-HP und 28,4 g/L 1,3-PDO und verbrauchte währenddessen 72,2 g/L Glyzerin 
(Abbildung III.33). Der Hauptanteil der Produkte mit 89% der 3-HP und 92% des 
1,3-PDO wurde 36 bis 55 h nach Fermentationsbeginn gebildet. Während der 
Produktionsphase erfolgte eine Abnahme der Biomasse um 19% auf eine OD600 von 
140. 
Der chromosomale Expressionsstamm E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 mit einer einfachen 
Integration der Gene, dessen Wachstumsphase 27 h betrug, produzierte nach 53 h 
44,8 g/L 3-HP und 39,1 g/L 1,3-PDO bei gleichzeitigem Verbrauch von 88,8 g/L Glyzerin 
(Abbildung III.33 B). Zwischen 28,5 und 46,5 h nach Fermentationsbeginn wurde mit 
90% der 3-HP und 91% des 1,3-PDO das Gros an Produkten gebildet. Die Abnahme 
der OD600 von 155 auf 99 während der Produktionsphase stellte eine 33%ige 
Verringerung der Biomasse dar. 
Bei der Fermentation des mit zwei chromosomalen Integrationen der Gene 
ausgestatteten Stamms E. coli BL21 Star (DE3) B- 418 konnten ähnlich hohe Titer wie bei 
E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 erreicht werden. Numerisch ausgedrückt stellte das eine 
3-HP-Konzentration von 37,9 g/L und eine 1,3-PDO-Konzentration von 48,6 g/L nach 
61 h bei einem Verbrauch von 120,5 g/L Glyzerin dar (Abbildung III.33 C). Dabei wurden 
die maximalen 3-HP- und 1,3-PDO-Titer schon 51 h nach Fermentationsbeginn erreicht, 
indessen zwischen 51 und 61 h keine weitere Produktbildung nachweisebar war. Die 
Wachstumsphase, in der eine OD600 von 159 erreicht wurde, währte 28,8 h. Ihr folgte 
die Produktionsphase gekennzeichnet durch eine Abnahme der Biomasse um 46% auf 
eine OD600 von 86. 
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Abbildung III.33: Fermentationen (II.2.11) von E. coli BL21 Star (DE3) B- (A) pEACE-tet_3HP1, (B) 2 (n=3) 
und (C) 418 (n=2) unterteilt in aerobe Wachstumsphase und anaerobe Produktionsphase sowie (D) die 
mittels quantitativer Real-Time-PCR (II.3.15) bestimmte normalisierte Expression von araE im Verlauf der 
Produktionsphase der Fermentationen in E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 als rote Balken und in 
E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 als schwarze Balken in Triplikaten. Die (■) Biomasse wurde 
spektrophotometrisch ermittelt. Die Quantifizierung von (●) Glyzerin, (▲) 3-HP und (▼) 1,3-PDO erfolgte 
mittels HPLC (II.5.1). 
 
Beim Vergleich der normalisierten Expression von araE (II.3.15), des ersten Gens des 
3-HP-Genclusters, konnte zwischen dem episomalen Expressionsstamm E. coli BL21 Star 
(DE3) B- pEACE-tet_3HP1 und dem auf einfacher Integration basierenden 
chromosomalen Expressionsstamm E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 differenziert werden. Auf 
der einen Seite konnte wie in Abbildung III.33 D zu sehen bei episomaler Expression 
schon nach 9 h in der Produktionsphase ein Abfall von 100 auf 14% Expression 
beobachtet werden. 9 bis 27 h nach Beginn der Produktionsphase erfolgte nur noch 
eine geringe Abnahme von 14 auf 6%. Auf der andren Seite war der chromosomalen 
Expression nach 9 h in der Produktionsphase ausgehend von 100% immer noch eine 
Expression von 66% detektierbar. Auch blieb die Expression bis zur Angleichung nach 
27 h trotz Abnahme stets höher als beim episomalen Expressionssystem. 
In Tabelle III.2 sind alle wichtigen Daten der in Abbildung III.33 dargestellten 
Fermentationen zusammengefasst. Auffällig ist dabei, dass die Ausbeute beim einfachen 
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Integrationsstamm mit 0,5 g/g 3-HP und 0,44 g/g 1,3-PDO schon fast 100% entspricht. 
Im Vergleich dazu war die Ausbeute beim zweifachen Integrationsstamm mit 0,3 g/g 3-
HP und 0,4 g/g 1,3-PDO trotz höherer Titer nahezu identisch mit dem plasmidbasierten 
Stamm mit 0,33 g/g 3-HP und 0,4 g/g 1,3-PDO.  
Tabelle III.2: Fermentationsdaten der Kultivierung des plasmidbasierten Stammes E. coli BL21 Star (DE3) 
B- pEACE-tet_3HP1 sowie der Integrationsstämme E. coli BL21 Star (DE3) B- 2 (einfache Integration) und 
418 (doppelte Integration). Die Daten beziehen sich auf die in Abbildung III.33 dargestellten 
Fermentationen. 
E. coli BL21  Biomasse  Produktionszeit  Glyzerin  c (g/L) 
Star (DE3) B- (g/L) (h) verbraucht 
(g/L) 
3-HP 1,3-PDO 
pEACE-
tet_3HP1  
 
51,8 ±4,2 
 
21 
 
72,2 ±1,7 
 
23,7 ±1 
 
28,8 ±1,3 
2  46,6 ±2,6 24 88,8 ±1,2 44,8 ±1,1 39,1 ±1,2 
418  47,7 21,8 120,5 37,9 48,6 
      
E. coli BL21  Y (g/g)a Q (g/L·h)b q (g/g·h)c 
Star (DE3) B- 3-HP 1,3-PDO 3-HP 1,3-PDO 3-HP 1,3-PDO 
pEACE-
tet_3HP1  
 
0,33 
 
0,4 
 
1,13 
 
1,37 
 
0,022 
 
0,026 
2  0,5 0,44 1,87 1,63 0,04 0,035 
418  0,3 0,4 1,74 2,23 0,036 0,047 
       
E. coli BL21  c (g/L) 
Star (DE3) B- Pyruvat Succinat Laktat Formiat Acetat gesamt 
pEACE-
tet_3HP1  
 
0,1 ±0 
 
3,5 ±0,2 
 
6,4 ±0,3 
 
7,9 ±0,3 
 
6,3 ±0,2 
 
24,2 ±1 
2  0,2 ±0 1,4 ±0,1 1,1 ±0 2,5 ±0,1 4,6 ±0,1 9,8 ±0,3 
418  0,3 4,3 2 3,3 5,9 15,8 
 
a Ausbeute 
b Volumetrische Produktivität 
c Spezifische Produktionsrate 
 
Bei der volumetrischen Produktivität hingegen verhielten sich die Integrationsstämme 
ähnlich und übertrafen mit 1,87 und 1,74 g/L∙h 3-HP bei einfacher bzw. zweifacher 
Integration den Plasmid-basierten Stamm mit 1,13 g/L∙h. Das gleiche Bild zeigte sich bei 
der spezifischen Produktionsrate für 3-HP, welche mit 0,04 und 0,036 g/g∙h bei 
einfacher bzw. zweifacher Integration mindestens 1,6-fach höher war als beim Plasmid-
basierten Stamm mit 0,022 g/g∙h. 
Bei Betrachtung der gebildeten organischen Säuren sticht heraus, dass der einfache 
Integrationsstamm mit ca. 10 g/L die wenigsten Nebenprodukte bildete. Der zweifache 
III Ergebnisse 
107 
Integrationsstamm produzierte mit ca. 16 g/L ein wenig mehr Nebenprodukte. Die 
meisten organischen Säuren neben 3-HP wurden jedoch durch den plasmidbasierten 
Stamm gebildet. Der Hauptanteil der organischen Säuren verteilte sich beim Plasmid-
basierten Stamm auf Formiat, Laktat und Acetat, wobei Formiat mit ca. 8 g/L den 
höchsten Titer aufwies. Bei den Integrationsstämmen hingegen lag bezüglich der 
Nebenprodukte Acetat mit 4,6 bis 5,9 g/L in der höchsten Konzentration vor. 
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 Diskussion IV
IV.1 Produktion von 3-HP mit L. reuteri 
L. reuteri erfüllt einige Kriterien, die es zu einem geeigneten Kandidaten für die 
Produktion von 3-HP machen. Neben der Tatsache, dass geringe Mengen 3-HP und die 
Vorstufe 3-HPA effizient und ohne Zugabe von Vitamin B12 hergestellt werden (Sobolov 
& Smiley, 1960; Talarico et al., 1988; Doleyres et al., 2005; Garai-Ibabe et al., 2008; 
Krauter et al., 2012), gibt es auch prozesstechnische Vorteile. So weisen 
Lactobacillus spp. als Milchsäureproduzenten eine natürliche Toleranz gegenüber 
organischen Säuren auf. Obendrein wird die Aufreinigung erleichtert, denn die 
Umsetzung von Glyzerin durch L. reuteri findet in Wasser statt und es werden keine 
weiteren organischen Säuren gebildet, welche schwer von 3-HP zu trennen sind. Ein 
weiterer Pluspunkt sind die sauren Kultivierungsbedingungen. Durch klassische 
Stammverbesserung konnten sogar schon Lactobacillus-Stämme generiert werden, die 
bei einem pH-Wert von 4 noch lebensfähig sind (Patnaik et al., 2002). Bei diesem pH-
Wert liegt 3-HP (pKa=4,5) hauptsächlich als freie Säure vor und kann direkt ohne 
Ansäuerung des Mediums aufgereinigt werden. 
Im Rahmen der Optimierung der 3-HP-Produktion in L. reuteri wurde zunächst der 
Wildtypstamm fermentiert und zur Umsetzung von Glyzerin eingesetzt. Dabei konnten 
21,1±1,4 g/L 3-HPA aus ca. 38 g/L Glyzerin produziert werden. Dieser Titer liegt im 
Bereich der von Doleyres et al. (2005) unter ähnlichen Bedingungen erzielten 18,3 g/L 
3-HPA. Die Detektion geringer Mengen 3-HP und 1,3-PDO als Nebenprodukte zu 3-HPA 
ist eine Bestätigung bisheriger Beobachtungen (Sobolov & Smiley, 1960; Talarico et al., 
1988; Garai-Ibabe et al., 2008). 
Zur Steigerung der 3-HP-Produktion wurden die Gene der Propanoyl-CoA-
Dehydrogenase PduP, der Phosphat-Propanoyltransferase PduL und der Propionat-
Kinase PduW homolog exprimiert. Die entsprechenden Proteine gehören genau wie die 
Diol-Dehydratase PduCDE zum 1,2-PDO-Abbauweg, welcher aus pathogenen 
Enterobakterien stammt und durch horizontalen Gentransfer übertragen wurde (Morita 
et al., 2008). Dass die Diol-Dehydratase auch Glyzerin statt 1,2-PDO als Substrat 
verwertet, konnte von Morita et al. (2008) nachgewiesen werden. PduP katalysiert beim 
Abbau von 1,2-PDO die Umsetzung von Propionaldehyd. Im Rahmen dieser Arbeit 
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konnte, wie zuvor schon von Luo et al. (2011a), in vitro eine enzymatische Aktivität mit 
3-HPA als Substrat gemessen werden. PduL und PduQ sind bisher nur basierend auf der 
Ähnlichkeit ihrer Sequenzen zu den entsprechenden Proteinen des besser 
charakterisierten 1,2-PDO-Abbauwegs in Salmonella spp. annotiert worden (Palacios et 
al., 2003; Liu et al., 2007b; Morita et al., 2008; Sriramulu et al., 2008). Da die Substrate 
nicht kommerziell verfügbar sind, konnten auch im Rahmen dieser Arbeit keine Enzym-
Assays zur Verifikation der Aktivitäten durchgeführt werden. Alternativ zu 
enzymatischen Tests, welche die Synthese der Substrate erfordern, wäre eine 
Charakterisierung der Funktionen von PduL und PduQ mithilfe von Deletionsmutanten 
möglich. Methoden um solche zu generieren, sind in L. reuteri schon angewendet 
worden (Hüfner et al., 2008; Stevens et al., 2011; van Pijkeren & Britton, 2012). 
Die Expression der Gene erfolgte auf einem Derivat des E. coli-L. reuteri-Shuttle-Vektors 
p29cat232, welcher vom endogenen L. reuteri-Plasmid pGT232 abgeleitet ist (Walter et 
al., 2003). Die Stabilität dieses Plasmids in L. reuteri-Laborpopulationen ist schon 
demonstriert worden (Heng et al., 1999). Der konstitutive PldhL aus L. sakei wurde zur 
Expression der Gene genutzt. Dieser führte in einer vorherigen Studie zur Expression von 
Genen im nahen Verwandten L. sakei (Hüfner et al., 2007). Auch im Rahmen dieser 
Arbeit konnte die Expression von pduP sowie des synthetischen Operons bestehend aus 
pduP, pduL und pduW mittels PldhL bewerkstelligt werden. Die Produktion von PduP 
wurde durch Enzymaktivitäts-Tests und Immunoblotting, die Produktion von PduW 
durch Immunoblotting nachgewiesen. Lediglich PduL, welches durch das mittlere Gen 
des synthetischen Operons kodiert wird, konnte in Zellrohextrakten von L. reuteri 
p29cat233pduPLW nicht mittels Immunoblotting detektiert werden. Da in diesem 
Stamm alle drei Gene in eine polycistronische mRNA transkribiert werden, liegt der 
Grund dafür möglicherweise auf der Proteinebene. Enzymaktivitäts-Messungen zeigen 
am Beispiel von PduP, dass die Proteinproduktion im Vergleich zu E. coli ca. 8-fach 
geringer ist und zudem in L. reuteri mit der Anzahl der coproduzierten Proteine 
abnimmt. Möglich ist daher, dass PduL in zu geringen, mittels Immunoblot nicht mehr 
detektierbaren Mengen produziert wird. Der Einsatz anderer Promoter zur Expression 
der Gene könnte eine Steigerung der Proteinproduktion ermöglichen. Außer des in 
dieser Arbeit verwendeten PldhL aus L. sakei wurden schon verschiedene Promoter zu 
rekombinanten Genexpression in L. reuteri eingesetzt (Tabelle IV.1). Bei Kim et al. (2009) 
führen die PdnaJ, Ptuf und PpfkA zu gleich starker Expression eines Reportergens. Die 
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Resultate von Lizier et al. (2010) zeigen, dass das Grüne Fluoreszenz Protein (GFP)-Gen 
unter der Kontrolle des PldhL aus L. acidophilus und des Perm gleich stark exprimiert wird, 
während Pslp kaum Expression ermöglicht. Des Weiteren führen zusätzlich gepuffertes 
Medium und Kultivierung von L. reuteri bei 30 °C statt bei 37 °C zu erhöhter 
Proteinproduktion. 
Tabelle IV.1: Zur rekombinanten Genexpression in L. reuteri eingesetzte Promoter. 
Eingesetzter Promoter Ursprung Referenz 
Galaktose-6-Phosphat-
Isomerase-Gen 
lacA L. lactis Liu et al. (2005);  
Liu et al. (2007a) 
Nisin A-Gen nisA L. lactis Wu et al. (2006) 
Chaperon DnaJ-Gen dnaJ L. lactis Kim et al. (2009) 
Elongations-Faktor Tu-Gen tuf L. lactis Kim et al. (2009) 
6-Phosphofruktokinase pfkA L. lactis Kim et al. (2009) 
Erythromycin-Resistenzgen erm pTRKH3 Lizier et al. (2010) 
S-Layer-Protein-Gen slp Lactobacillus acidophilus 
(L. acidophilus) 
Lizier et al. (2010) 
L-Laktat-Dehydrogenase-Gen ldhL L. acidophilus Lizier et al. (2010) 
OrfX-Gen des Sakacin P-
Regulons 
orfX L. sakei Vaidyanathan et al. 
(2011) 
 
Zwischen dem L. reuteri-Wildtyp und den rekombinanten Stämmen lag bezüglich der 
3-HP-Produktion kein signifikanter Unterschied vor. Auch hier könnte die zu geringe 
Produktion an PduP, PduL und PduW der Grund sein. Da die Diol-Dehydratase (PduCDE) 
eine sehr hohe Aktivität von bis zu 250 U/g ZFM aufweist (Morita et al., 2008) und über 
30 h in ruhenden Zellen aktiv ist (Krauter et al., 2012), wird eine gleichermaßen hohe 
Aktivität der darauf folgenden Enzyme benötigt. Dass die Aktivität von PduP niedriger ist 
als die der Diol-Dehydratase, wird durch die Akkumulation von 3-HPA in den 
rekombinanten Stämmen belegt. Die Folge ist, dass eine längere Lebensdauer der 
Enzyme und L. reuteri-Zellen verhindert wird, da 3-HPA unspezifisch mit 
Sulfhydrylgruppen reagiert, was schon bei geringen Konzentrationen zur Inaktivierung 
von Proteinen und somit zum Zelltod führt. Die Minimale Hemmkonzentration (Minimal 
Inhibitory Concentration; MIC) von 3-HPA beträgt für L. reuteri 30 bis 50 mM 
(2,2-3,7 g/L); die Minimale Bakterizide Konzentration (Minimal Bactericidal 
Concentration; MBC) liegt zwischen 60 und 120 mM (4,4-8,9 g/L) (Cleusix et al., 2007).  
Trotz eingangs erwähnter Vorteile von L. reuteri als Wirtsstamm für die 3-HP-
Produktion, war es im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich diese weiter zu optimieren. 
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Die Gründe dafür sind hauptsächlich in der nicht zu ausreichender Proteinproduktion 
führenden homologen Expression der Gene des 3-HP-Stoffwechselwegs zu sehen. 
Weitere Studien werden Aufschluss darüber liefern müssen unter welchen Umständen 
L. reuteri in der Lage ist, rekombinante Proteine in größeren Mengen zu produzieren. 
Dabei sollte neben der Suche geeigneter Promoter auch die biochemische 
Charakterisierung, z.B. des Proteasoms, im Mittelpunkt der weiteren Etablierung von 
L. reuteri als Expressionssystem und Wirt für die 3-HP-Produktion stehen. 
 
IV.2 Produktion von 3-HP mit E. coli 
IV.2.1 Auswahl der Enzyme zur 3-HP-Produktion 
Bisherige Metabolic Engineering-Ansätze zur Produktion von 3-HP aus Glyzerin in E. coli 
nutzen die Glyzerin-Dehydratase (DhaB123) aus K. pneumoniae zur Umsetzung von 
Glyzerin zu 3-HPA (Suthers & Cameron, 2001; Rathnasingh et al., 2009). Dieses Enzym 
ist Vitamin B12-abhängig (Daniel et al., 1998). Da E. coli über keine Vitamin B12-
Biosynthese verfügt, muss Vitamin B12 dem Fermentationsmedium hinzugefügt werden. 
Die damit verbundenen Kosten (1 g = 51,85 €; Carl Roth) stellen ein Hindernis bezüglich 
der Kommerzialisierung des Prozesses dar. Als Alternative wurde in dieser Arbeit die 
Glyzerin-Dehydratase aus C. butyricum (DhaB1) zusammen mit ihrem Aktivierungsenzym 
(DhaB2) zur Katalyse des ersten Schritts der 3-HP-Biosynthese eingesetzt. Die Produktion 
und Aktivität beider Proteine in E. coli BL21 Star (DE3) konnte mittels SDS-PAGE und 
erfolgreicher Fermentation von Glyzerin zu 3-HP belegt werden. Dabei erfolgte die 
Produktion von 3-HP ohne den Zusatz von Vitamin B12. Anders als bei den bisherigen 
Studien mit DhaB123 war jedoch durch die Nutzung von DhaB12 eine zweistufige 
Fermentation erforderlich. Da DhaB12 als Glycylradikal-Enzym durch Sauerstoff 
inaktiviert wird (Zhang et al., 2001; O'Brien et al., 2004), findet die Produktionsphase 
unter anaeroben Bedingungen mit Glyzerin als Substrat statt. Zuvor wird E. coli, welches 
unter diesen Bedingungen kaum Wachstum aufweist, in der Wachstumsphase aerob 
kultiviert. Diese Fermentationsstrategie ist schon beim Einsatz von DhaB12 durch Tang 
et al. (2009) bzw. Andreeßen et al. (2010) zur Produktion von 1,3-PDO bzw. Poly(3-HP) 
aus Glyzerin mit E. coli eingesetzt worden. 
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Neben DhaB12 ist auch eine Aldehyd-Dehydrogenase zur Produktion von 3-HP 
notwendig. Die Produktion und Aktivität der im Verlauf dieser Arbeit getesteten 
Aldehyd-Dehydrogenasen in E. coli BL21 (DE3) konnte mittels SDS-PAGE und 
Enzymaktivitäts-Tests nachgewiesen werden. Ald4 zeigte mit 0,06 statt 0,5 U/mg 
(Suthers & Cameron, 2001) die größte Abweichung vom Literaturwert. Die spezifische 
Aktivität von AldH lag mit 1,8 U/mg am nächsten beim bisher veröffentlichten Wert von 
1,5 U/mg (Rathnasingh et al., 2009). Die höchste spezifische Aktivität wies AraE mit 4,2 
U/mg auf. Der Literaturwert liegt in dem Falle bei 2,6 U/mg (Rathnasingh et al., 2009). 
Im Hinblick auf die Toxizität des Substrats 3-HPA ist es wünschenswert, dass die 
Aldehyd-Dehydrogenase über eine möglichst hohe Aktivität verfügt. 3-HPA wirkt ab 
einer Konzentration von 7,5 bis 15 mM (0,6-1,1 g/L) inhibierend auf das Wachstum von 
E. coli und ist ab einer Konzentration von 15 bis 30 mM (1,1-2,2 g/L) tödlich (Cleusix et 
al., 2007; Vollenweider et al., 2010). 
Auch die Produktion und Aktivität der zur Cofaktor-Regeneration eingesetzten 1,3-PDO-
Dehydrogenase DhaT aus C. butyricum konnte mittels SDS-PAGE und Enzymaktivitäts-
Tests nachgewiesen werden. Die in Zellrohextrakten gemessene spezifische Aktivität des 
Enzyms lag mit 0,37 U/mg im Bereich der von Raynaud et al. (2003) gemessenen 
Aktivität von 0,3 U/mg. Ein alternativ als 1,3-PDO-Dehydrogenase einsetzbares Enzym ist 
die Aldehyd-Reduktase YqhD aus E. coli. Diese akzeptiert ein breites Spektrum 
kurzkettiger Aldehyde als Substrat und wurde auch schon zur Reduktion von 3-HPA zu 
1,3-PDO eingesetzt (Jarboe, 2011). Im Vergleich zum Einsatz von DhaT konnten 
Emptage et al. (2001) und Wang et al. (2007) mithilfe von YqhD höhere Titer erzielen. 
Das wird darauf zurückgeführt, dass YqhD entweder NADH oder NADPH als Cofaktor 
nutzen kann und dadurch weniger limitiert ist als DhaT, welches ausschließlich NADH als 
Cofaktor nutzt (Sulzenbacher et al., 2004; Zhu et al., 2009b). Die Nutzung von NADPH 
als Cofaktor kann aber auch einen Nachteil darstellen, denn somit wird dieses den 
zellulären Biosynthesewegen entzogen, was Wachstumsbeschränkungen ermöglicht. 
 
IV.2.2 Vergleich der verschiedenen Promoter 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Promoter verglichen, welche schon häufig in E. coli 
eingesetzt worden sind. Dazu zählten der konstitutive sowie der induzierbare Pzt-1 
(Delatorre et al., 1984), die mit IPTG induzierbaren tac- (Amann et al., 1983; 
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Deboer et al., 1983) sowie T5-Promoter (Bujard et al., 1987) und der mit L-Arabinose 
induzierbare araB-Promoter (Perez-Perez & Gutierrez, 1995) sowie der durch eine 
Temperaturänderung induzierbare PrPl-Tandempromoter (Elvin et al., 1990). Als Reporter 
fungierte das rot fluoreszierende Protein tdTomato. Der Einsatz eines 
Fluoreszenzproteins ermöglichte in Kombination mit der Kultivierung im BioLector eine 
Online-Messung der Proteinproduktion. Als Reporter eignet sich tdTomato besonders 
aufgrund der intensiven Leuchtkraft, welche die des ebenfalls rot fluoreszierenden 
DsRed um 60% übersteigt (Shaner et al., 2004).  
Allgemein ist festzustellen, dass obwohl die Induktion schon nach 5 h erfolgt die 
Fluoreszenz pro Biomasse erst nach 10 h merklich ansteigt. Abgesehen von der reinen 
Produktionszeit des Proteins ist das ein Effekt, welcher möglicherweise auf die 
zusätzliche posttranslationale Reifung des Reporterproteins tdTomato zurückzuführen 
ist. Dessen Halbwertszeit zur Reifung bei 37 °C beträgt 1 h. Eine mögliche Alternative 
wäre der Einsatz des Fluoreszenzproteins mCherry, welches mit einer Halbwertszeit von 
15 min zur Reifung nahezu unvermittelt fluoresziert, jedoch eine 130% geringere 
Leuchtkraft als TdTomato aufweist (Shaner et al., 2004). 
Die verschiedenen Promoter weisen beim Vergleich der Stärke anhand Fluoreszenz-pro- 
Biomasse-Messungen bei episomaler Expression eine breitere Varianz auf als bei 
chromosomaler Expression. So ist anhand der episomalen Expressionsdaten der 
T5-Promoter als stärkster Promoter 3,7-fach stärker als der schwächste Promoter PrPl. 
Vergleicht man die chromosomalen Expressionsdaten des stärksten Promoters mit denen 
der schwächsten Promoter, ist der araB-Promoter gegenüber tet- und tac-Promoter nur 
ca. doppelt so stark. Diese Varianz bezüglich der Promoterstärke ist besonders 
wünschenswert, wenn es um die Ausbalancierung der Genexpression verschiedener 
Gene eines Stoffwechselwegs geht. Dadurch kann ein Stoffwechselweg so moduliert 
werden, dass trotz unterschiedlicher kinetischer Parameter der Enzyme keine 
Intermediate akkumulieren. Vor allem bei inhibierenden oder toxischen Intermediaten ist 
die Ausbalancierung des Stoffwechselwegs immens wichtig, wie am Beispiel der 
Taxadien-Produktion mit E. coli durch Ajikumar et al. (2010) gezeigt worden ist. Dabei 
stellten neben dem Einsatz verschieden starker IPTG-induzierbarer Promoter (T7>T5>trc) 
auch die Kopienzahl und Anordnung der Gene wichtige Faktoren dar. Ein weiteres 
Beispiel ist die Balancierung des Mevalonat-Stoffwechselwegs zur Produktion von 
Amorphadien ohne Akkumulation des wachstumsinhibierenden 3-Hydroxy-
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3-Methylglutaryl-CoA (3-HMG-CoA) durch die Modulation der Expression des 3-HMG-
CoA-Reduktase-Gens (Pitera et al., 2007).  
Neben dem Vergleich und Einsatz schon verfügbarer Promoter (Liang et al., 1999; Wei 
et al., 2009) werden in vielen Untersuchungen neue, aus einem Ursprungspromoter 
hergeleitete Promoter-Bibliotheken charakterisiert (Alper et al., 2005; Miksch et al., 
2005; De Mey et al., 2007; Braatsch et al., 2008; Davis et al., 2011; Thakker et al., 
2011) (Tabelle IV.2). Fehlerhafte PCR oder degenerierte Primer werden zur Konstruktion 
dieser Promoter-Bibliotheken eingesetzt. Abgesehen von der Modulation der 
Genexpression auf Transkriptionsebene durch den Einsatz verschieden starker Promoter 
kann auch auf Translationsebene durch die Variation der RBS oder Modulation der 
mRNA-Stabilität durch variierende intergenische Regionen unterschiedlich starke 
Proteinproduktion erzielt werden (Basu et al., 2005; Pfleger et al., 2006; Anderson et al., 
2007; Salis et al., 2009).  
Ein Vorteil der in dieser Arbeit untersuchten Promoter ist, dass sie nicht nur verschiedene 
Expressionsstärken vermitteln, sondern auch die zeitlich distinkte Expression von Genen 
ermöglichen, da sich teilweise die Induktoren unterscheiden. Das ist beispielweise bei 
der Konstruktion genetischer Schaltkreise notwendig (Basu et al., 2005). 
Tabelle IV.2: Vergleichende Promoter-Studien in E. coli. 
Art der verglichenen Promoter Methode zur Diversifizierung Referenz 
Konstitutive Promoter (30S rRNA, 
β-Lactamase, Phage λ Pl, Promoter zur 
Replikationskontrolle PRNAI sowie PRNAII, 
P1rrnB und P2rrnB 
 Liang et al. (1999) 
Synthetische Bibliothek aus 
konstitutivem Phage λ Pl 
Fehlerhafte PCR Alper et al. (2005) 
Synthetische Stress- und Stationäre-
Phase-Promoter 
Degenerierte Primer Miksch et al. 
(2005) 
   
Synthetische konstitutive Konsensus-
Promoter Bibliothek 
Degenerierte Primer De Mey et al. 
(2007) 
Synthetische Bibliothek aus 
konstitutivem Glukose-6-Phosphat-
Isomerase-Promoter 
Degenerierte Primer Braatsch et al. 
(2008) 
Diverse Anaerobe Promoter   Wei et al. (2009) 
Synthetische Bibliothek aus 
konstitutivem rDNA-Promoter 1 (P1rrnB) 
Degenerierte Primer Davis et al. (2011) 
lac-, tac-, trc-Promoter und synthetische 
Bibliothek aus Pyruvat-Carboxylase-
Promoter 
Fehlerhafte PCR Thakker et al. 
(2011) 
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Für den im weiteren Verlauf der Arbeit genutzten Pzt-1 sprach vor allem sein 
konstitutiver Charakter. Zudem war besonders im Hinblick auf die spätere 
Fermentationsstrategie wichtig, dass in vorherigen Arbeiten die Funktionalität unter 
anaeroben Bedingungen nachgewiesen werden konnte. Als Resultat 
Pzt-1-angetriebener Genexpression konnte die anaerobe Produktion von Ethanol, 
Succinat und 1,2-PDO aus Glyzerin in E. coli verzeichnet werden (Yazdani & Gonzalez, 
2008; Blankschien et al., 2010; Clomburg & Gonzalez, 2011). 
Verglichen mit dem konstitutiven Pzt-1 könnte ein induzierbarer Promoter noch 
geeigneter zur 3-HP-Produktion sein. In diesem Falle wäre es möglich die Genexpression 
erst in der Produktionsphase, welche mit dem Wechsel zu anaeroben Verhältnissen 
beginnt, zu induzieren. Dadurch würde die Bürde der rekombinanten Proteinproduktion 
während der Wachstumsphase, welche langsameres Wachstum und genetische 
Instabilität zur Folge hat, entfallen (Bentley & Kompala, 1989; Bentley et al., 1990; 
Friehs, 2004). Den Vorteilen induzierbarer Promoter stehen meistens die zusätzlichen 
Kosten, die ein Induktor verursacht, entgegen. Eine Ausnahme bilden Promoter, die 
durch bestimmte Kultivierungsbedingungen induziert werden. Passend zur 
Fermentationsstrategie mit einer aeroben Wachstumsphase und einer anaeroben 
Produktionsphase würden sich anaerobe Promoter eignen. Der Promoter des Nitrat-
Reduktase-Operons (nar) ist ein solcher und wurde schon zur rekombinanten 
Proteinproduktion in E. coli eingesetzt (Lee et al., 1996; Han et al., 1998; Han et al., 
2000; Han et al., 2001; Kim et al., 2011). Weitere anaerobe Promoter wurden in der 
Arbeit von Wei et al. (2009) untersucht. Im Vergleich neun verschiedener anaerober 
Promoter zeigte sich der Promoter des Gens der Alkohol-Dehydrogenase E (adhE) als 
effektivster bezüglich der Expression der PHB-Biosynthesegene in E. coli gemessen an 
der PHB-Akkumulation. 
 
IV.2.3 Notwendigkeit der Cofaktor-Regeneration für die 3-HP-
Produktion 
Der Effekt der Regeneration von NAD+ wird anhand des Vergleichs der Fermentationen 
von E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP2 (keine Cofaktor-Regeneration) und E. coli 
BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 (mit Cofaktor-Regeneration) deutlich. Während im 
ersten Fall 1,2 g/L 3-HP produziert wurden, konnte unter gleichen 
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Fermentationsbedingungen durch Cofaktor-Regeneration der Titer um ein 16-Faches auf 
19,2 g/L gesteigert werden. In biokatalytischen Redox-Reaktionen mit Enzymen oder 
ruhenden Zellen hat sich die Regeneration der Pyridin-Nukleotid-Cofaktoren zu einer 
Standardmethode etabliert, da so der stöchiometrische Einsatz dieser vermieden werden 
kann (Weckbecker et al., 2010). Es konnte aber auch schon gezeigt werden, dass bei 
Fermentationen die Regeneration des Cofaktors bzw. Balancierung reduzierter und 
oxidierter Reduktionsäquivalente eine Rolle spielt. Dies gilt vor allem unter anaeroben 
Verhältnissen, da in dem Falle Sauerstoff nicht als finaler Elektronenakzeptor dient 
(Berrios-Rivera et al., 2002b, a; Berrios-Rivera et al., 2002c; San et al., 2002; Berrios-
Rivera et al., 2004; Ma et al., 2011). Im Gegensatz zu dieser Arbeit konnten unter 
aeroben Bedingungen immerhin 38,7 g/L 3-HP ohne Optimierung der Cofaktor-Balance 
produziert werden (Rathnasingh et al., 2009). 
Die Cofaktor-Limitation der 3-HP-Produktion in E. coli BL21 Star (DE3) B- 
pEACE-tet_3HP2 könnte mit der unzureichenden NAD+-Regeneration durch die 
zellulären Fermentationswege zusammenhängen (Abbildung IV.1). Grund dafür ist die 
suboptimale Verstoffwechslung von Glyzerin durch E. coli unter anaeroben 
Bedingungen über den schwach aktiven oxidativen Stoffwechselweg (Gonzalez et al., 
2008). Zudem ist der in dieser Arbeit genutzte pH nicht optimal für die Formiat-
Hydrogen-Lyase-Aktivität, was während der Fermentationen zur Akkumulation von 
Formiat führt. Die aus der niedrigen Formiat-Hydrogen-Lyase-Aktivität resultierende 
geringe CO2-Generation verhindert ebenfalls die effiziente Glyzerin-Verwertung, da kein 
Succinat produziert werden kann (Dharmadi et al., 2006). Von Pinske et al. (2011) 
veröffentlichte Daten sprechen sogar dafür, dass der Formiat-Hydrogen-Lyase-
Enzymkomplex in E. coli BL21 Star (DE3) gemeinhin nicht aktiv ist. 
Zur Regeneration von NAD+ in Biokatalyse-Reaktionen wurden schon die Glutamat-
Dehydrogenase, L-LDH, und NADH-Oxidase (Nox) eingesetzt (Weckbecker et al., 2010). 
Der Einsatz der Nox bietet gegenüber den anderen Enzymen den Vorteil, dass kein 
weiteres Substrat hinzugefügt werden muss, da Luftsauerstoff verwendet werden kann. 
Außerdem akkumuliert kein weiteres Nebenprodukt, sofern die Reaktion in wässrigem 
Milieu durchgeführt wird (Riebel et al., 2002; Geueke et al., 2003). Aufgrund der 
Sauerstoffabhängigkeit war die Nox in dieser Arbeit jedoch nicht einsetzbar. Die 
1,3-PDO-Dehydrogenase bot eine Möglichkeit NAD+ zu regenerieren, ohne ein weiteres 
Substrat hinzuzufügen, da sie wie die Aldehyd-Dehydrogenase 3-HPA als solches nutzt. 
IV Diskussion 
117 
Obwohl durch die Coproduktion die maximale Ausbeute an 3-HP verringert wird, 
entsteht mit 1,3-PDO auch ein wertvoller Polymerbaustein. Als Vorteil kann dabei 
angesehen werden, dass 3-HP und 1,3-PDO aufgrund ihrer chemischen und 
physikalischen Eigenschaften leicht voneinander zu separieren sind. Während 1,3-PDO 
typischerweise mittels Rektifikation aufgereinigt wird (Xiu & Zeng, 2008), sind für die 
Aufreinigung von 3-HP bisher Extraktions- (Meng et al., 2002; Meng et al., 2005a; 
Meng et al., 2005b; Lynch et al., 2011) sowie Membranverfahren (Jump, 2011) 
angewendet worden. 
 
Abbildung IV.1: Fermentativer Glyzerin-Metabolismus (Gonzalez et al., 2008; Durnin et al., 2009; Hu & 
Wood, 2010) und rekombinanter Stoffwechselweg zur 3-HP- und 1,3-PDO-Produktion im konstruierten 
E. coli-Stamm. Gestrichelte Pfeile symbolisieren Reaktionen mit mehreren Schritten. DhaB Glyzerin-
Dehydratase, DhaT 1,3-PDO-Dehydrogenase, AraE α-Ketoglutarat-Semialdehyd-Dehydrogenase, GldA 
Glyzerin-Dehydrogenase, DhaK Dihydroxyaceton-Kinase, MgsA Methylglyoxal-Synthase, Ppc 
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, Mdh Malat-Dehydrogenase, Fum Fumarat-Hydratase, Frd Fumarat-
Reduktase, PykF Pyruvat-Kinase, LdhA D-Laktat-Dehydrogenase, PflB Pyruvat-Formiat-Lyase, FHL Formiat-
Hydrogen-Lyase, FdhF Formiat-Dehydrogenase, Hyc Hydrogenase, AdhE Aldehyd-Alkohol-Dehydrogenase, 
Pta Phosphat-Acetyltransferase, Ack Acetat-Kinase. 
 
Alternativ zur Coproduktion von 1,3-PDO wäre die Umsetzung von Glyzerin durch die 
nativen E. coli-Stoffwechselwege eine weitere Möglichkeit das Gleichgewicht der 
Cofaktoren herzustellen. Dharmadi et al. (2006) und Gonzalez et al. (2008) konnten 
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bereits zeigen, dass saure Bedingungen (pH 6-6,5) sowie die Expression der Glyzerin-
Dehydrogenase- und DHA-Kinase-Gene die fermentative Nutzung von Glyzerin 
ermöglichen. Dabei wäre 1,2-PDO aufgrund seines zu 1,3-PDO identischen 
Reduktionsgrads und der daraus resultierenden Redoxbalance als Coprodukt zu 
bevorzugen (Tabelle IV.3). Genau wie bei der Coproduktion von 1,3-PDO begünstigt 
dieses Szenario aufgrund der ausgeglichenen Redoxbalance (Δκ=0) jedoch nicht die 
Biomasseproduktion. Das spiegelt sich in der Reduktion dieser zu Beginn der 
Produktionsphase der Fermentationen wider. Im Gegensatz dazu gleicht die alleinige 
Produktion von 1,3-PDO oder 1,2-PDO durch eine negative Redoxbalance (Δκ=-2) die 
gleichzeitige Produktion von Biomasse (Δκ=1,1) aus (Gonzalez et al., 2008). Dadurch ist 
es zu erklären, dass in der Studie von Tang et al. (2009) zur ausschließlichen Produktion 
von 1,3-PDO bei gleicher Fermentationsstrategie und ähnlich hohen Ausbeuten (0,9 g/g) 
die Biomasse während der Produktionsphase um 60% ansteigt.  
Tabelle IV.3: Redox-Balance-Analyse der Umsetzung von Glyzerin in Fermentationsprodukte und 
Biomasse nach Gonzalez et al. (2008). 
Reaktion Stöchiometrie (γ1) Δκ2 
Glyzerin→3-HP C3H8O3(14)→C3H6O3(12) 2 
Glyzerin→1,3-PDO C3H8O3(14)→C3H8O2(16) -2 
Glyzerin→1,2-PDO C3H8O3(14)→C3H8O2(16) -2 
Glyzerin→Ethanol+Formiat C3H8O3(14)→C2H6O(12)+CH2O2(2) 0 
Glyzerin→Succinat C3H8O3(14)+CO2(0)→C4H6O4(14)  0 
Glyzerin→Laktat C3H8O3(14)→C3H6O3(12) 2 
Glyzerin→Biomasse C3H8O3(14)→3CH1,9O0,5N0,2(12,9) 1,1 
 
1 Reduktionsgrad 
2 Reduktionsbalance 
 
IV.2.4 Vorteile von E. coli BL21 Star (DE3) gegenüber E. coli JM109 
hinsichtlich der Produktion von 3-HP 
Für die Produktion von 3-HP stellte E. coli BL21 Star (DE3) im Vergleich zu E. coli JM109 
generell den geeigneteren Wirt dar. Kürzere Fermentationsdauern aufgrund schnelleren 
Wachstums und höhere 3-HP-Titer sowohl bei plasmidbasierten als auch bei 
chromosomal basierten Stämmen waren dabei die ausschlaggebenden Kriterien für die 
Eignung von E. coli BL21 Star (DE3). Eine Erklärung für die Diskrepanz zwischen den 
erzielten Titer liefern die Enzymaktivitäten. In E. coli BL21 Star (DE3) B- pEACE-tet_3HP1 
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konnten im Vergleich zu E. coli JM109 B- pEACE-tet_3HP1 in der Produktionsphase bis 
zu 20-fach höhere AraE-Enzymaktivitäten gemessen werden. Die unterschiedlichen 
Wachstumsgeschwindigkeiten und Fähigkeiten zur rekombinanten Proteinproduktion 
basieren auf genetischen Unterschieden zwischen beiden Stämmen. Diese sind 
wiederum ein Resultat verschiedener Abstammung und Evolution bzw. Konstruktion. 
E. coli BL21 Star (DE3) weicht nur durch eine Mutation im RNaseE-Gen (rne131) vom 
sequenzierten E. coli BL21 (DE3) ab (Studier & Moffatt, 1986; Lopez et al., 1999; Jeong 
et al., 2009). Dieser ist ein Nachkomme des E. coli B-Stamms (Delbruck & Luria, 1942; 
Daegelen et al., 2009). Im Gegensatz dazu stammt E. coli JM109 wie die sequenzierten 
E. coli MG1655 und E. coli W3110 (Blattner et al., 1997; Hayashi et al., 2006) von E. coli 
K-12 ab (Dürwald & Hoffmann.H, 1968; Meselson & Yuan, 1968; Bachmann, 1972; 
Hanahan, 1983; Yanisch-Perron et al., 1985). Trotz gleicher Anordnung der Gene bei K- 
und B-Stämmen und bis zu 99% Identität beim Abgleich der Genomsequenzen führen 
Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen zu charakteristischen Phänotypen 
(Studier et al., 2009; Yoon et al., 2009), welche auch in dieser Arbeit beobachtet 
werden konnten.  
Ein Grund für schnelleres Wachstum in Minimalmedien und effizientere 
Proteinproduktion von B-Stämmen gegenüber K-Stämmen ist das Fehlen der 
energieaufwändigen und unter Laborbedingungen nicht notwendigen Flagellen-
Biosynthese sowie die geringe Expression von Mobilitätsgenen verursacht durch eine 
Deletion (Yu et al., 2002; Posfai et al., 2006). Zudem ist der B-Stamm in der Lage besser 
Nährstoffe aufzunehmen, da er hauptsächlich OmpF-Porine aufweist, welche große 
Kanäle bilden, die die Permeabilität für polare Substanzen erhöhen (Nikaido, 2003; 
Yoon et al., 2009; Crozat et al., 2011). Das schnellere Wachstum des B-Stamms ist 
außerdem die Folge einer kürzeren Periode D (Termination der Replikation bis 
Zellteilung) des Zellzyklus (Michelsen et al., 2003). 
Eine Insertion ist dafür verantwortlich, dass die Lon-Protease in B-Stämmen nicht aktiv 
vorliegt. Die Abwesenheit der für den Abbau abnormal gefalteter Proteine 
verantwortlichen Protease führt zu besserer Produktion und weniger Degradierung 
rekombinanter Proteine (SaiSree et al., 2001; Tsilibaris et al., 2006). Neben der aktiven 
Lon-Protease sind auch die Feedbackinhibitionen der Biosynthesen von Arginin und den 
verzweigten Aminosäuren (Tian et al., 1994; Yoon et al., 2009) im K-Stamm nachteilig 
für die rekombinante Proteinproduktion. Insgesamt weisen B-Stämme verglichen mit 
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K-Stämmen ein geringeres Stressniveau und damit eine höhere Kapazität zur 
rekombinanten Proteinproduktion auf (Seo et al., 2003). 
Ein weiterer Vorteil des B-Stamms ist die geringere Produktion von Acetat, da dieses das 
Zellwachstum und die Proteinproduktion inhibiert (Roe et al., 1998; Eiteman & Altman, 
2006). Die in dieser und anderen Arbeiten (Shiloach et al., 1996; van de Walle & 
Shiloach, 1998; Son et al., 2011) besonders in Anwesenheit hoher 
Glukosekonzentrationen beobachtete größere Acetat-Akkumulation im K-Stamm tritt 
auf, obwohl im Vergleich zum B-Stamm auf Genebene keine Unterschiede bezüglich des 
Zentralmetabolismus und der Acetat-Biosynthese vorliegen (Jeong et al., 2009). Jedoch 
konnten in diesem Zusammenhang Transkriptom-Analysen zeigen, dass Glyoxylat-Shunt, 
Zitronensäure-Zyklus, Fettsäure-Stoffwechselwege, Glukoneogenese und anaplerotische 
Stoffwechselwege in beiden Stämmen unterschiedlich exprimiert werden (Phue et al., 
2005; Phue et al., 2007; Phue et al., 2010) und auch die Kontrolle der 
Glukoseaufnahme unterschiedlich funktioniert (Negrete et al., 2010). 
Dass K-Stämme, wie in dieser Arbeit, noch häufig eingesetzt werden, hat traditionelle 
und pragmatische Gründe. Sie werden seit dem letzten Jahrhundert für genetische und 
metabolische Analysen in akademischen Instituten eingesetzt, während B-Stämme in 
Firmen generiert wurden (Studier et al., 2009; Yoon et al., 2009). K-Stämme wurden 
auch früher als die B-Stämme sequenziert (Blattner et al., 1997; Hayashi et al., 2006; 
Jeong et al., 2009) und dementsprechend lagen schon früher detaillierte Omics-Studien 
(Choi et al., 2003; Yoon et al., 2003; Franchini & Egli, 2006; Han & Lee, 2006; 
Nandakumar et al., 2006; Ishii et al., 2007) und sogar in silico Modelle des Stoffwechsels 
vor (Covert et al., 2004; Feist et al., 2007; Orth et al., 2011). Des Weiteren konnte 
anhand der rekombinanten 3-HB- sowie Taxadien-Produktion gezeigt werden, dass 
K-Stämme trotz geringerer rekombinanter Proteinproduktion höhere Produkt-Titer 
erzielen können. Das liegt in beiden Fällen daran, dass nicht die Aktivität der Enzyme, 
sondern die Bereitstellung an Ausgangsstoffen wie z.B. Acetyl-CoA oder Pyruvat den 
limitierenden Schritt darstellt. In diesem Punkt sind die K-Stämme aufgrund ihres 
metabolischen Flusses vorteilhafter (Tseng et al., 2009; Boghigian et al., 2012). 
Im Vergleich dazu zeigen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deutlich, dass im Fall 
der 3-HP-Produktion die rekombinante Proteinproduktion ein limitierender Schritt ist. 
Höhere Produkt-Titer im B-Stamm E. coli BL21 Star (DE3) sind ein Resultat der besseren 
rekombinanten Proteinproduktion und höheren Aktivität der Enzyme. Bei der Produktion 
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des Polyketids 6-Deoxyerythronolid B konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der 
B-Stamm verglichen mit dem K-Stamm nicht nur mehr Protein, sondern auch mehr 
Produkt bildet (Wu et al., 2010).  
 
IV.2.5 Vergleich plasmidbasierter und chromosomaler Expression 
Die Art der Expression in den im Verlauf dieser Arbeit konstruierten Stämmen hatte 
signifikanten Einfluss auf das Wachstum, die rekombinante Proteinproduktion und 
Produktbildung. So konnte im Rahmen einer Batch-Kultivierung des plasmidbasierten, 
einfachen und zweifachen Integrationsstamms anhand der Wachstumsraten gezeigt 
werden, dass plasmidbasierte Expression im Vergleich zu chromosomaler das Wachstum 
der Zellen inhibiert. Zudem wirkte sich eine einfache Integration der 3-HP-
Biosynthesegene weniger hemmend auf das Zellwachstum aus als eine zweifache. Die 
geringe Wachstumsrate des plasmidbasierten Stamms im Vergleich zum Kontrollstamm 
sowie einfachem und zweifachem Integrationsstamm resultiert aus der hohen 
metabolischen Bürde, welche den Zellen durch die Replikation und starke rekombinante 
Genexpression auferlegt wird. Schon Seo & Bailey (1985) und Bentley et al. (1990) 
konnten zeigen, dass die Wachstumsrate indirekt proportional zum Plasmidgehalt und 
der Menge produzierten rekombinanten Proteins in der Zelle ist. Die dafür ursächliche 
metabolische Last ist der Anteil der Wirts-Ressourcen, welcher benötigt wird, um die 
rekombinante DNA aufrechtzuerhalten, zu transkribieren und translatieren. Dabei sind 
sowohl Energie als auch Bausteine mit inbegriffen (Glick, 1995). 
Die Kultivierungszeit stellte sich beim Vergleich plasmidbasierter und chromosomaler 
Genexpression als ein wichtiger Parameter heraus. Bei kürzerer Kultivierungsdauer wie 
im Falle der Expression von tdtom konnte gezeigt werden, dass plasmidbasierte 
Expression gemessen an der Fluoreszenz zu mehr rekombinanter Proteinproduktion 
führte. Dabei konnte zum Endzeitpunkt der Kultivierung nach 20 h je nach 
Expressionssystem eine 10- bis 23-fach stärkere Fluoreszenz gemessen werden. Dieses 
Beispiel spiegelt deutlich den Einfluss des Kopienzahl-Effekts wider. Dieser ergibt sich 
daraus, dass die chromosomale Expression nur von einer Kopie ausgeht. Innerhalb der 
kurzen Kultivierungsdauer kommt es dabei zu einer Anzahl an Zellteilungen, bei der die 
Plasmidinstabilität kaum zur Geltung kommt. Jedoch suggeriert die 10- bis 23-fach 
stärkere Fluoreszenz bei einer Kopienzahl von 20 bis 50 Plasmiden pro Zelle 
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(Bolivar et al., 1977; Boros et al., 1984), dass bereits eine Reduktion der aktiven Allele 
stattgefunden haben könnte. 
Im Falle der gleichzeitigen Expression mehrerer Gene zur 3-HP-Biosynthese führt die 
plasmidbasierte Expression nach 20 h zu einer ca. doppelt so hohen Enzymaktivität wie 
die chromosomale Expression. Lässt man einen möglichen Positionseffekt durch die 
zufällige Integrationsmethode außer Acht, könnten die Plasmidgröße von 11,2 Kb und 
die Anzahl der exprimierten Gene zu erhöhter Instabilität des plasmidbasierten 
Expressionssystems geführt und somit zum geringeren Unterschied zwischen epi- und 
chromosomaler Expression beigetragen haben. Das würde mit den Resultaten von Smith 
& Bidochka (1998) übereinstimmen. Diese belegen, dass die Plasmidinstabilität mit 
zunehmender Plasmidgröße zunimmt. 
Bei vergleichenden Fermentationen der plasmid- und chromosomal-basierten Stämme 
mit einer Gesamtdauer von über 70 h und 12- bis 16-fach höheren maximalen 
Zelldichten als in der BioLector-Kultivierung konnten anhand der erreichten Produkt-Titer 
beide Stämme kaum voneinander unterschieden werden. Das ist ein Hinweis dafür, dass 
unter diesen Bedingungen der Kopienzahl-Effekt egalisiert wurde. Der Vorteil der 
chromosomalen Expression zeigte sich jedoch erst, als die Zellen zu einer ca. doppelt so 
hohen OD600 (ca. 160) angezogen wurden. Das drückte sich in einem ca. doppelt so 
hohen 3-HP-Titer verglichen mit plasmidbasierter Expression aus. Dabei konnte anhand 
der Transkriptionsanalyse gezeigt werden, dass es bis zum Beginn der Produktionsphase 
zu einer Angleichung des Expressionsniveaus beider Stämme kommt und sich erst in der 
Produktionsphase die stärkere Expression im chromosomalen Integrationsstamm 
herausstellt. Die Überlegenheit des chromosomalen Integrationsstamms in puncto 
Genexpression und Produktbildung ist unter Berücksichtigung der die Plasmidstabilität 
begünstigenden Fermentationsführung noch höher einzuschätzen. Die Trennung von 
Wachstumsphase und Produktionsphase ist im Zusammenhang der rekombinanten 
Proteinproduktion schon als Mittel zur stabilen Aufrechterhaltung von Plasmiden 
beschrieben worden (Miao & Kompala, 1991). In dieser Arbeit wird zwar aufgrund des 
konstitutiven Promoters in der Wachstumsphase auch schon Protein produziert, was den 
Zellen eine gewisse metabolische Bürde auferlegt, die auf den rekombinanten 
Stoffwechselweg bezogene metabolische Bürde (Tyo et al., 2009) in Form von 
Reduktionsäquivalenten und Substrat sowie die Toxizität der Produkte, tritt jedoch erst 
in der Produktionsphase auf. Zudem ist schon beschrieben worden, dass 
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Minimalmedium ohne komplexe Zusätze wie es hier in der Wachstumsphase der 
Fermentation eingesetzt wurde, vorteilhaft für die Aufrechterhaltung von Plasmiden ist 
(Shu & Shuler, 1991, 1992; Okennedy et al., 1995; Gupta et al., 2001). 
Die hier demonstrierte Überlegenheit chromosomaler Integration gegenüber einem 
plasmidbasierten System konnte auch schon für die PHB-, Lycopen- und rekombinante 
Proteinproduktion in E. coli nachgewiesen werden (Tyo et al., 2009; Striedner et al., 
2010; Albermann, 2011). Im Gegensatz zu diesen sich auf wachsende Zellen 
konzentrierenden Untersuchungen konnte in dieser Arbeit der Vorteil chromosomaler 
Integration auch anhand eines zweistufigen Prozesses bestehend aus einer 
Wachstumsphase und einer Produktionsphase mit nicht wachsenden Zellen aufgezeigt 
werden. 
Durch Fermentation des zweifachen Integrationsstamms konnten im Vergleich zum 
einfachen Integrationsstamm keine höheren Titer erzielt werden. Eine Erklärung dafür 
könnte sein, dass schon beim einfachen Integrationsstamm die maximale theoretische 
Ausbeute mit 0,5 g/g 3-HP und 0,44 g/g 1,3-PDO nahezu erreicht ist und in diesem Fall 
die Toxizität von 3-HP, den weiteren organischen Säuren und 1,3-PDO den limitierenden 
Schritt darstellt. Die Erhöhung der Toleranz von E. coli gegenüber diesen Produkten 
sowie die Reduktion der Produkt-Inhibition durch in situ-Entfernung aus dem 
Fermentationsmedium sind Möglichkeiten höhere Produkttiter zu erzielen. 
Anhaltspunkte für ersteres liefern bereits identifizierte, die Toleranz von E. coli 
gegenüber 3-HP steigernde Genprodukte und Substanzen. (Warnecke et al., 2008; 
Warnecke-Lipscomb et al., 2010; Warnecke et al., 2010; Warnecke et al., 2012). 
Bezüglich des zweiten Punkts gibt es schon einige Beispiele im Zusammenhang mit der 
Milchsäure-Produktion, in denen die kontinuierliche Entfernung des Produkts zu 
höheren Titern führt (Hofvendahl & Hahn-Hagerdal, 2000). Dazu zählen die Extraktion 
der Milchsäure mit biokompatiblen tertiären Aminen in einem Zweiphasen-System 
(Planas et al., 1998) sowie der Einsatz von Elektrodialyse (Hongo et al., 1986; van Nispen 
& Jonker, 1989; Li et al., 2004). Auch Festphasen-Extraktion in einem Fließbettreaktor 
mit immobilisierten Zellen hat sich in dieser Hinsicht als ein probates Mittel zur 
Produktion von bis zu 771 g/L Milchsäure erwiesen (Kaufman et al., 1996). 
Eine weitere mögliche Erklärung dafür, dass mit dem zweifachen Integrationsstamm 
keine höheren Produkttiter erzielt werden konnten, liefert die Untersuchung der 
Enzymaktivitäten. Hier konnte gezeigt werden, dass der Aktivitätsunterschied zwischen 
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einfacher und zweifacher Integration nur minimal ist. Das könnte eine Folge davon sein, 
dass stromaufwärts der ersten Integrationskassette der Promoter von apt liegt (Hershey 
& Taylor, 1986), welcher ebenfalls die Expression der 3-HP-Biosynthesegene antreiben 
könnte. Die zweite Integrationskassette ist im Gegensatz dazu entgegen der 
Transkriptionsrichtung der umliegenden Gene positioniert, sodass die Expression 
lediglich vom Pzt-1 aus erfolgt. 
Bezüglich der eingesetzten Methoden zur Integration der Gene ins Chromosom konnten 
mithilfe der λ-Red-Rekombination lediglich einzelne Gene in bis zu 5,1 Kb großen 
Expressionskassetten integriert werden. Kuhlman & Cox‘ (2010) Ergebnisse deuten sogar 
darauf hin, dass schon DNA-Fragmente ab einer Länge von 2,5 Kb nicht mehr effizient 
integriert werden können. Bei der Landeplattform-Methode (Kuhlman & Cox, 2010) 
können in Kombination mit der Homing-Endonuklease I-SceI durch λ-Red-
Rekombination zwar bis zu 7 Kb große DNA-Fragmente effizient integriert werden, 
allerdings ist ein zusätzlicher Schritt erforderlich. Via Himar1-vermittelter Transposition 
gelang in dieser Arbeit die Integration einer 8,7 Kb großen Expressionskassette. Zudem 
konnten Fu et al. (2008) bereits zeigen, dass es möglich ist, auf diese Weise auch 
deutlich größere Fragmente von bis zu 58 Kb zu integrieren. Nichtsdestotrotz ist aber 
auch schon dokumentiert worden, dass die Effizienz der Himar1-Transposition in vitro 
mit zunehmender Transposonlänge exponentiell abnimmt (Lampe et al., 1998). 
Ein Nachteil Himar1-vermittelter Transposition gegenüber λ-Red-Rekombination ist die 
nahezu zufällige Integration der DNA-Fragmente. Für diese genügt wie auch anhand der 
Integrationslozi in dieser Arbeit gezeigt werden konnte ein TA-Dinukleotid als Motiv. Da 
diese Basenabfolge statistisch alle 16 bp auf dem Chromosom vorkommt, können 
Integrationen auch an Lozi erfolgen, die essenzielle Gene kodieren oder Auswirkungen 
auf deren Expression haben. Zusätzlich zu diesen letalen Ereignissen besteht die 
Möglichkeit, dass Integrationen an bestimmten Lozi zu Wachstumsdefiziten führen oder 
den Wirtsmetabolismus beeinflussen. In der Studie von Tännler et al. (2008) wird 
anhand der Transposon-Mutagenese eines Riboflavin produzierenden Bacillus subtilis-
Stamms außerdem demonstriert, dass viele Insertionen positionsabhängig einen 
signifikanten Einfluss auf die Produktbildung haben. Im Falle der Integration von 
Expressionskassetten kann zudem die Auswirkung der umgebenden regulatorischen 
Elemente unterschiedlich sein.  
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Obwohl Himar1-vermittelte Transposition im Gegensatz zur λ-Red-Rekombination eines 
geringeren Zeitaufwands bedarf, erlaubt auch sie in den meisten Fällen keine 
gleichzeitigen Mehrfachintegrationen. Eine entscheidende Rolle bezüglich dieser 
Limitation spielt ein als Überproduktions-Inhibition bezeichnetes Phänomen. Dieser 
Autoregulationsmechanismus führt dazu, dass bei erhöhten Transposase-
Konzentrationen die Transpositionseffizienz abnimmt (Lampe et al., 1998). Hyperaktive 
Varianten von Himar1, welche nicht der Überproduktions-Inhibition unterliegen und bis 
zu 50-fach aktiver sind als der Wildtyp (Lampe et al., 1999; Lampe et al., 2002), könnten 
dennoch multiple simultane Integrationen ermöglichen. Eine alternative Methode, 
welche die Generation von Stämmen mit mehreren rekombinanten DNA-Kopien im 
Chromosom erlaubt, ist Tandem-Genduplikation. Dabei wird zunächst das Zielgen 
flankiert von zueinander homologen Sequenzen integriert. Die schrittweise Duplikation 
dieses Fragments wird dann durch RecA-vermittelte homologe Rekombination zwischen 
einer vorangehenden und nachliegenden homologen Region bewerkstelligt. Durch 
Antibiotika-basierte Selektionssysteme können Zellen mit mehrfachen Duplikationen 
identifiziert werden. Normalerweise ist ein Nachteil der Tandem-Genduplikation deren 
genetische Instabilität. Im Rahmen der Methode der chemisch induzierten 
chromosomalen Expression (CiChE) gelang es jedoch Tyo et al. (2009) durch eine auf die 
Tandem-Genduplikation folgende Deletion von recA die Stabilität dieser zu 
gewährleisten. 
 
IV.2.6 Einordnung des entwickelten 3-HP-Produktionsprozesses 
Der in dieser Arbeit entwickelte Prozess zur Produktion von 3-HP führte zu dem 
höchsten bisher beschriebenen Titer von 44,8 ±1,1 g/L. Auch die Ausbeute von 0,5 g/g 
in der Produktionsphase liegt beim theoretischen Maximum und ist bis dato 
unübertroffen (Tabelle IV.4). Besonders im Vergleich zum ebenfalls auf Glyzerin 
basierenden rekombinanten Prozess in E. coli (Rathnasingh et al., 2009) konnte durch 
den Einsatz der Vitamin B12-unabhängigen Glyzerin-Dehydratase die Zugabe von 
Vitamin B12 umgangen, die genetische Stabilität erhöht und das Cofaktor-Gleichgewicht 
gewährleistet werden. Das gelang durch eine zweistufige Fermentationsführung, 
chromosomale Integration der Biosynthesegene und Coproduktion von 1,3-PDO. 
Inwiefern dieser bisher einzigartige Prozess zur Vitamin B12-unabhängigen Produktion 
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von 3-HP und 1,3-PDO auch unter ökonomischen Gesichtspunkten sinnvoll sein kann, 
hängt von weiteren Faktoren wie Kosten und Verfügbarkeit des Substrats, Verlängerung 
der Produktionsphase durch Toleranzsteigerung und in situ-Produktabtrennung sowie 
den Kosten der Aufreinigung ab.  
Tabelle IV.4: Gegenüberstellung relevanter Prozesse zur Produktion von 3-HP. 
Wirtsorganismus Titer 
(g/L) 
Ausbeute 
(g/g) 
Substrat GVO1 Referenz 
R. erythropolis LG12 17,5 0,44 Acrylsäure Nein Lee et al. (2009) 
E. coli 2,7  Glukose Ja Jessen et al. (2008) 
E. coli 44,1 0,46 Glukose Ja Lynch et al. (2011) 
E. coli 0,2  Glyzerin Ja Suthers & Cameron (2001) 
K. pneumoniae 2,1  Glyzerin Ja Zhu et al. (2009a) 
K. pneumoniae 2,8  Glyzerin Ja Luo et al. (2011b)) 
L. reuteri 5,9 0,03 Glyzerin Nein Krauter et al. (2012) 
K. pneumoniae 24,4  Glyzerin Ja Huang et al. (2012) 
E. coli 38,7 0,35 Glyzerin Ja Rathnasingh et al. (2009) 
E. coli 44,8 0,5 Glyzerin Ja Diese Studie 
 
1 Gentechnisch veränderter Organismus 
 
Bis dato wurden Acrylsäure, Glukose und Glyzerin als Substrate zur 3-HP-Produktion 
eingesetzt. Acrylsäure stellt aufgrund der petrochemischen Herstellung und in den 
letzten Jahren gestiegenem Preis keine optimale Lösung dar (Della Pina et al., 2011). 
Glyzerin ist im Vergleich zu Glukose nur konkurrenzfähig, wenn statt puren Glyzerins 
Rohglyzerin eingesetzt wird. Der momentane Preis von Rohglyzerin ist ähnlich wie der 
von Glukose, unterlag jedoch in den letzten 15 Jahren weniger Preisschwankungen 
(Dobson et al., 2012). Andreeßen et al. (2010) konnten bereits zeigen, dass ein 
zweistufiger Fermentationsprozess mit Rohglyzerin als Substrat für aerobe Wachstums- 
und anaerobe Produktionsphase möglich ist. Jedoch enthält Rohglyzerin 
Verunreinigungen wie Methanol, Salze und Fettsäuren, welche zur Inhibition des 
Wachstums oder der Produktbildung führen können. Außerdem variiert die 
Zusammensetzung von Rohglyzerin aus verschiedenen Biodieselanlagen oft (Ringel et 
al., 2012; Venkataramanan et al., 2012). Möglicherweise ist das eine Erklärung für 
kontroverse Ergebnisse über den Einfluss von Rohglyzerin auf das Wachstum und die 
Produktbildung während Fermentationen von E. coli. Andreeßen et al. (2010) konnten 
mit Rohglyzerin als Substrat bei leichter Inhibition des Wachstums nur halb so viel 
Poly(3-HP)-Produktbildung wie mit purem Glyzerin feststellen. Beim von Yazdani & 
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Gonzalez (2008) angestellten Vergleich konnten dagegen keine Unterschiede bezüglich 
Glyzerinverwertung, Ethanol- und Formiatbildung ausgemacht werden.   
Verglichen mit bisherigen, zumeist Wachstum und 3-HP-Produktion kombinierenden 
Arbeiten unterscheidet sich der in dieser Arbeit etablierte Prozess durch die strikte 
Trennung von Wachstum und Produktion. In einem solchen zweistufigen Prozess stellt 
die Wachstumsphase einen energie- und substrataufwändigen Schritt dar. Daher ist es 
wünschenswert, die Produktionsphase möglichst lange aufrechtzuerhalten. Hierfür wird 
die Erhöhung der Toleranz von E. coli gegenüber 3-HP und in situ-Produktabtrennung 
unabdingbar sein. 
Die Aufreinigung von Säuren erschwerende Faktoren können schon bei der 
Stammkonstruktion und der Wahl des Fermentationsmediums bedacht werden. Ein 
Ansatzpunkt ist die Reduktion der coproduzierten organischen Säuren durch die 
Regulation oder das Ausschalten der entsprechenden Stoffwechselwege. Auch die 
Nutzung definierten statt komplexen Mediums in der Produktionsphase könnte zur 
Verringerung der Aufreinigungskosten führen (Sauer et al., 2008). Bisher zur Reinigung 
von 3-HP angewandt wurden die Extraktion mit einem tertiären Amin und einem 
weiteren Lösungsmittel (Lynch et al., 2011) sowie Elektrodialyse (Jump, 2011). Beide 
Methoden haben den Vorteil, dass durch sie die Säure und nicht das Salz der Säure 
gewonnen wird, was die Kosten senkt (Hofvendahl & Hahn-Hagerdal, 2000). Ein großer 
Nachteil der Elektrodialyse ergibt sich allerdings aus den Kosten für die Membranen. 
Daher ist es fragwürdig, ob diese Methode überhaupt in einem großtechnischen 
Maßstab rentabel sein kann (Hofvendahl & Hahn-Hagerdal, 2000; Sauer et al., 2008).  
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 Zusammenfassung V
3-Hydroxypropionsäure (3-HP) ist eine Plattformchemikalie und damit die Basis für 
diverse kommerziell interessante Chemikalien. Gegenwärtig ist 3-HP jedoch nicht in 
ausreichenden Mengen verfügbar. Die chemische Synthese wird aufgrund des Umgangs 
mit gesundheitsgefährdenden Substanzen wie Propiolacton oder dem Einsatz teurer 
Vorläufermoleküle wie Acrylsäure nicht im großen Maßstab angewendet. 
Biotechnologische Herstellungsverfahren haben im Falle der 3-HP den Vorteil, dass sie 
von günstigen, nicht gesundheitsgefährdenden Vorläufermolekülen ausgehen können. 
Außerdem besteht unter den damit verbundenen milden Reaktionsbedingungen im 
Gegensatz zu chemischen Verfahren keine Gefahr der Eliminierung von 3-HP zu 
Acrylsäure. 
Ziel dieser Arbeit war daher die Etablierung eines bakteriellen Fermentationsprozesses 
zur Herstellung von 3-HP. Als kostengünstiger Rohstoff sollte Glyzerin dienen, welches 
ein Nebenprodukt der Biodieselherstellung ist. Bisher etablierte Fermentationsprozesse 
nutzen entweder Glukose als Substrat oder sind bei der Nutzung von Glyzerin als 
Substrat auf die Zugabe von Vitamin B12 angewiesen. 
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt, um eine 3-HP-Produktion 
ohne Zugabe von Vitamin B12 zu ermöglichen. Einerseits wurde mit Lactobacillus reuteri 
(L. reuteri) ein Organismus verwendet, welcher schon die Vorstufe von 3-HP, 
3-Hydroxypropionaldehyd (3-HPA), effizient, in großen Mengen und ohne Zugabe von 
Vitamin B12 aus Glyzerin herstellen kann und zudem schon geringe Mengen 3-HP 
produziert. Nachteile hinsichtlich der Nutzung von L. reuteri sind die eingeschränkte 
Verfügbarkeit an Werkzeugen zur genetischen Manipulation sowie die unzureichende 
biochemische Charakterisierung des Mikroorganismus, insbesondere des postulierten 
3-HP-Biosynthesewegs. Im Rahmen dieser Arbeit konnte trotzdem die Vorstufe 3-HPA 
produziert, ein Expressionssystem in L. reuteri etabliert und die Akkumulation von zwei 
an der 3-HP-Biosynthese beteiligten Proteinen mittels Enzymassays und Immunoblot 
nachgewiesen werden. Bezüglich der Produktion von 3-HP war jedoch kein signifikanter 
Unterschied zwischen dem Wildtyp und den rekombinanten Stämmen erkennbar. 
Die zweite Strategie lag darin Escherichia coli (E. coli) für die Umsetzung von Glyzerin zu 
3-HP einzusetzen. E. coli produziert natürlicherweise keine 3-HP. Jedoch gibt es für 
diesen Modellorganismus eine breite Palette an Werkzeugen zur genetischen 
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Manipulation. Zudem konnten mithilfe eines synthetischen Stoffwechselwegs bereits 
hohe 3-HP-Titer erzielt werden. Diese Zweischritt-Biosynthese wird durch eine Glyzerin-
Dehydratase und eine Aldehyd-Dehydrogenase katalysiert. Bisher wurde ausschließlich 
die Vitamin B12-abhängige Glyzerin-Dehydratase dafür eingesetzt. Da E. coli im 
Gegensatz zu L. reuteri über keine Vitamin B12-Biosynthese verfügt, musste dieses 
hinzugefügt werden, was unter ökonomischen Gesichtspunkten unvorteilhaft ist. 
Außerdem litten bisherige Stämme zur Produktion von 3-HP aus Glyzerin unter einem 
Redox-Ungleichgewicht und genetischer Instabilität. 
In der vorliegenden Arbeit konnte die Zugabe von Vitamin B12 durch den Einsatz der 
Vitamin B12-unabhängigen Glyzerin-Dehydratase aus Clostridium butyricum umgangen 
werden. Durch das Einbringen der 1,3-Propandiol-Dehydrogenase wurde der für die 
Produktion von 3-HP benötigte Cofaktor NAD+ regeneriert und damit eine 16-fache 
Steigerung der 3-HP-Produktion erzielt. Mittels Integration der Gene ins Chromosom 
gelang es genetisch stabile Expressionsstämme zu generieren. Während λ-Red 
Rekombination lediglich die einzelne Integration von Genen zuließ, ermöglichte Himar1 
vermittelte Transposition die Integration des 9 Kb großen Genclusters. Damit wies 
Himar1 vermittelte Transposition im Vergleich zu λ-Red Rekombination eine geringere 
Größenlimitation auf und war mit weniger Arbeits- und Zeitaufwand verbunden. Ein 
mithilfe dieser Methode erzeugter Stamm zeichnete sich im Vergleich zum 
plasmidbasierten Stamm durch eine stabilere Expression der Gene aus, was zu einer 
Verdopplung des 3-HP-Titers führte. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit durch den bisher einzigartigen Einsatz der 
Vitamin B12-unabhängigen Glyzerin-Dehydratase, Regeneration des Cofaktors und dem 
erstmaligen Ausnutzen Himar1-vermittelter Transposition zur Integration eines 
Genclusters in E. coli ein Stamm generiert werden, welcher basierend auf einer stabilen 
Expression der Gene und ausgeglichener Redox-Bilanz in der Lage war ohne Zusatz von 
Vitamin B12 mit 44,8 ± 1,1 g/l den höchsten bisher bekannten Titer an 3-HP bei einer 
maximalen Ausbeute von 0,5 g/g zu erzielen.  
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 Anhang VII
VII.1 Oligonukleotide 
Tabelle VII.1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide 
Bezeichnung Sequenz 5‘→3‘ 
1-PldhL_SalI GCGGCCGCTATGGCCGACGTCGACCCTTAATTAAGTTTGTTATTGCTGTTTATTA
TACCATACC 
2-PldhL_TpepN_SOE1 CCGGCGCGCCGCCTGCAGGCCTCCTTTCTGTAAAACAATTCTTCATTTCGAAA
ACCAG 
3-PldhL_TpepN_SOE2 CCTGCAGGCGGCGCGCCGGGTGCCCGGGTGAGCGGCCG 
4-TpepN_SalI GTCGGCCATAGCGGCCGCGTCGACTAATTTATAAATAAAAAAACCACCTCTAA
AAGGTG 
5-Lreu1735_fwdI TATACTGGTTTTCGAAATGAAGAATTGTTTTACAGAAAGGACGTCATTATAATGC
AGATTAATGATATTGAAAGTGCTGTACG 
6-1735H_rev ATTGCTTTATCAACTGCTGCTTTTTGGCGGCCGCTCACCCGTTTAAACTTAATGG
TGATGGTGATGGTGATACCAGTTACGTACTGAGAATCCTTGTG 
7-Op_pduP_f CAAATTATGCTATACTGGTTTTCGAAATGAAGAATTGTTTTACAGAAAGGACGT
CATTATAATGCAGATTAATGATATTGAAAGTGCTGTACG 
8-Op_pduP_r ATAAGTGTTCTTAAATGTTCTTCATCCATCTATTCACCTTTCTGTTTAATGGTGATG
GTGATGGTGATACCAGTTACGTACTGAGAATCCTTGTG 
9-Op_pduL_f TCTCAGTACGTAACTGGTATCACCATCACCATCACCATTAAACAGAAAGGTGA
ATAGATGGATGAAGAACATTTAAGAACAC 
10-Op_pduL_r AATTAATTGCAAGTATTTTTTTTGACATCCAAATCACCTTTCTGTTTAGTGATGGT
GATGGTGATGGTTTTTCTTCTTGATAATAACTTTTCCGAAA 
11-Op_pduW_f TTATTATCAAGAAGAAAAACCATCACCATCACCATCACTAAACAGAAAGGTGA
TTTGGATGTCAAAAAAAATACTTGCAATTAATTC 
12-Op_pduW_r CAGTAATTGCTTTATCAACTGCTGCTTTTTGGCGGCCGCTCACCCGGGTTAGTG
GTGATGATGGTGGTGTTGCTGAGTTACATTCATTACATCACGG 
13-NdeI_ALD4 GGGAATTCCATATGTTCAGTAGATCTACGCTCTGC 
14-PacI_ALD4 GCCTTAATTAAGGTTACTCGTCCAATTTGGCACGGACC 
15-NdeI_aldH GGGAATTCCATATGAATTTTCATCATCTGGCTTACTGGC 
16-XhoI_aldH CCGCTCGAGCGGTCAGGCCTCCAGGCTTATCCAG 
17a-rrnBT_fwd_NheI CTAGCTAGCTAGTGCCTGGCGGCAGTAGCGCG 
17b-rrnBT_rev_NheI CTAGCTAGCTAGAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCC 
18a-pDEST_fwd AGACCACAACGGTTTCCCTCTAGATCACAAG 
18b-pDEST_rev GAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTC 
19-Pzt-1 sense P-CTCGAGTTGACACTCTATCGTTGATAGAGTTATTTTACCACTCCCTATCAGTGA
TAGAGATTAATTAA 
20-Pzt-1 antisense P-TTAATTAATCTCTATCACTGATAGGGAGTGGTAAAATAACTCTATCAACGATA
GAGTGTCAACTCGAG 
21-XhoI_Ptac CCGCTCGAGCGGGTAGAGGATCCGGAGCTTATCG 
22-PacI_Ptac CCCTTAATTAAGGGCCGCTCACAATTCCACACATTATACG 
23-XhoI_PT5 CCGCTCGAGCGGCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGC 
24-PacI_PT5 CCCTTAATTAAGGGATGGTTAATTTCTCCTCTTTAATGAATTCTGTGTG 
25-XhoI_ParaB+ CCGCTCGAGCGGGTGATGGCTTCCATGTCGGCAG 
26-PacI_ParaB+ CCCTTAATTAAGGGACAATCCATAGCCATGGTCTTACTCC 
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Fortsetzung Tabelle VII.1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide 
Bezeichnung Sequenz 5‘→3‘ 
27-XhoI_Ptet CCGCTCGAGCGGCATATTCTGCTGACGCACCGGTG 
28-PacI_Ptet CCCTTAATTAAGGGCGACTCTAGAGGATCTACTAGTCATATGG 
29-XhoI_PlPr+ CCGCTCGAGCGGCAGCCAGCAGAGAATTAAGGAAAACAG 
30-PacI_PlPr+ CCCTTAATTAAGGGCCCAATGCTTCGTTTCGTATCACAC 
31-araB_Stopp TCCATACCCGTTTTTTTGGATGGAGTGAAACGTAGGCGATTGCATAAGGCCTCG
ATTTTGG 
32-GW_tdTom_fwd GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGTTG
AGCAAGGGCGAGGAGGTC 
33-GW_tdTom_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGTGATGGTGATGGTGATGA
GCGG 
34-GIp_malEFG_fwd P-GCCGTATAAAGAAACTAGAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCA
ACAAGGACCATAGATTCAACTGGCGGTATGGATGCG 
35-GIp_malEFG_rev P-GAATAACAGTCACAAGTTGGGATAACGTAAGTTGAGGGTGCAGCGGCATAA
CATTGGCAGAACAACATCTCACGAGGCCCTTTCGTCTTC 
36-attB1_araEco GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGC
CAATGTTACCTATACCGATACC 
37-attB2_araEco GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACACTGCCATAACGGTAACG
CTTTTG 
38-attB1_dhaB1co GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGG
CATTAGCAAAGGCTTTAGCACC 
39-attB2_dhaB1co GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACATCACGTGTTCGGTACGCG
C 
40-attB1_dhaB2co GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGAG
CAAAGAAATTAAAGGCGTGCTG 
41-attB2_dhaB2co GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATTCCGCGCCAATGGTGCAC 
42-dhaTco_gwf GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGC
GCGTATGTATGACTACCTGG 
43-dhaTco_gwr GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGTACGCCGCTTTGAAGATGT
TGATGATG 
44-GI_manA_fwd P-CCAGGTTACTTCCCGTAGGATTCTTGCTTTAATAGTGGGATTAATTTCCACATT
AAAACAGGGATTGATCCAACTGGCGGTATGGATGCG 
45-GI_manA_rev P-GACTGGCCGCCTGAAGGTGTTATAAGCCTTTAATAAGCTTAGCAAGAGATGT
TAATTTTTTCAGTAAGCTCCACGAGGCCCTTTCGTCTTC 
46-GIp_rbsD-K_fwd P-CGATGGTTTTCCCAACTCAGTCAGGATTAAACTGTGGGTCAGCGAAACGTTT
CGCTGATGGAGAAAAAACAACTGGCGGTATGGATGCG 
47-GIp_rbsD_K_rev P-GATAACGTGAGAAACTGTTGAGGTAGAAACGCCCGCCAGGCGGGCAACAT
CTTTCATTGTAGCCAAGCGCACGAGGCCCTTTCGTCTTC 
48-GI_mtlAD_fwd P-CTGCCGCCACATTAACAAAAAACCTCGGGCTTCCAGCCTGCGCGACAGCA
AACATAAGAAGGGGTGTTTTTCAACTGGCGGTATGGATGCG 
49-GI_mtlAD_rev P-GTTCCATTGTTGCCTGCATATCTGACAATCTGTTATTCGGGCGCAGGGTGTCC
TGCGCCTGGTCCACCACACGAGGCCCTTTCGTCTTC 
50-SLIC_araEco_fwd GTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCGCGAATGCATCTAGA
TTAAGGAGGACTTAAGTATGGCCAATGTTACCTATACCGATACC 
51-SLIC_araEco_rev GTTAATACGTTCGGTCTGGGTGCTAAAGCCTTTGCTAATCATAGAGCTCTCCTC
CTTACTTAAGTTACACTGCCATAACGGTAACGCTTTTG 
52-SLIC_dhaB1_fwd CCGTATCTGGTTACCAAAAGCGTTACCGTTATGGCAGTGTAACTTAAGTAAGG
AGGAGAGCTCTATGATTAGCAAAGGCTTTAGCACCCAG 
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Bezeichnung Sequenz 5‘→3‘ 
53-SLIC_dhaB1_rev TTTCTGGATGTTAAACAGCACGCCTTTAATTTCTTTGCTCATAGTCGACTCCTCCT
TAGAGCTCTTACATCACGTGTTCGGTACGCGC 
54-SLIC_dhaB2_fwd ATCCAGAACGACATTATTGCGCGTACCGAACACGTGATGTAAGAGCTCTAAG
GAGGAGTCGACTATGAGCAAAGAAATTAAAGGCGTGCTG 
55-SLIC_dhaB2_rev CATAAAGTTTACGCTTGGAACCAGGTAGTCATACATACGCATTACGCGTACCT
CCTTAGTCGACTTATTCCGCGCCAATGGTGCACG 
56-SLIC_dhaT_fwd GTTGAAATTATGGGCATTCCGTGCACCATTGGCGCGGAATAAGTCGACTAAGG
AGGTACGCGTAATGCGTATGTATGACTACCTGGTTCC 
57-SLIC_dhaT_rev ATTACGCCAAGCTTGCATGCAGGCCTCTGCAGTCGACGGGCCCGGGATCCGA
TGCGGCCGCACGCGTTTAGTACGCCGCTTTGAAGATGTTGATG 
58-attB1_3HP1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTAAGGAGGACTTAAGTATGGC
CAATGTTACC 
59-attB2_3HP1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTTTAAACGCGGCCGCACGCGT
TTAGTACG 
60-pKD46-Himar1fwd P-CCCGGGGGATTCATGCAAGGAAACTACCCATAATACAAG 
61-pKD46-Himar1rev P-CACTGCCGTGGGTCGGAGACAAAAGGAATATTCAGCG 
62-3-HP1_fwd GATATATATATAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACCTAAGGAGGACTT
AAGTATGGCCAATGTTACCTATACCGATACCCAGC 
63-3-HP1_rev AAGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGATATCGCGGCCGCGTTTGGATAACAATT
TCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGC 
64-araE_fwd1 CGATACCCAGCTGCTGATTGATG 
65-araE_rev1 GATTACGCGGAGGAACAATACGAC 
66-Q_araE_fcm TTGTTGCCGAAGATGCAG 
67-Q_araE_rcm TGGTGCCTTCTTCCAGAC 
68-Q_gyrB_fcm GTGGCGAATATCGTCGTATC 
69-Q_gyrB_rcm CTCGCCCAGACCTTTATAAC 
70-GW_AP GTAATACGACTCACTATAGGGC 
71-GSPr GGATGCGGAATCAGATAGCTGCTAATTTCTG 
72-GW_APn ACTATAGGGCACGCGTGGT 
73-GSPrn GAACACCGGCATCAACAAATGCACGC 
74-Q_idnT_f1 GCGCCTCTTCTTTGAATTTG 
75-Q_idnT_r1 CACCGCTATCTACTAATACCTG 
76-Q_hcaT_f1 CGATGCACTGGCGAATAC 
77-Q_hcaT_r1 AATCGTCGGACGGATGAG 
78-cysGf3 AGCCGCCAGCTTTATTATG 
79-cysGr3 TGGCGAACTGTTGTTTCAC 
80-Q_araE_fp3 CAGGCGTTATTGGTCTGGTT 
81-Q_araE_rp3 CTGCATCTTCGGCAACAATA 
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VII.2 Sequenzen kodonoptimierter Gene 
  Aktivierungsenzym (dhaB2) 
   1 ATGAGCAAAG AAATTAAAGG CGTGCTGTTT AACATCCAGA AATTCAGCCT GCATGATGGC 
  61 CCGGGTATTC GTACCATCGT GTTTTTTAAA GGCTGCAGCA TGAGCTGCCT GTGGTGCAGC 
 121 AATCCGGAAA GCCAGGATAT TAAACCGCAG GTGATGTTCA ACAAAAACCT GTGCACCAAA 
 181 TGCGGCCGTT GCAAAAGCCA GTGCAAAAGC GCGGCGATTG ATATGAACAG CGAATATCGC 
 241 ATCGATAAAA GCAAATGCAC CGAATGCACC AAATGTGTGG ATAACTGCCT GAGCGGTGCG 
 301 CTGGTGATTG AAGGCCGTAA CTACAGCGTG GAAGATGTGA TCAAAGAGCT GAAAAAAGAT 
 361 AGCGTGCAGT ATCGTCGTAG CAACGGCGGC ATTACCCTGA GCGGCGGTGA AGTTCTGCTG 
 421 CAGCCGGATT TTGCGGTGGA ACTGCTGAAA GAATGCAAAA GCTATGGCTG GCATACCGCG 
 481 ATTGAAACCG CCATGTATGT GAACAGCGAA AGCGTGAAAA AAGTGATCCC GTATATTGAT 
 541 CTGGCCATGA TCGATATCAA AAGCATGAAC GATGAAATCC ACCGTAAATT TACCGGCGTG 
 601 AGCAACGAAA TTATTCTGCA GAACATTAAA CTGAGCGACG AACTGGCCAA AGAGATTATT 
 661 ATTCGCATCC CGGTGATCGA AGGCTTTAAC GCGGATCTGC AGAGCATTGG CGCGATTGCG 
 721 CAGTTTAGCA AAAGCCTGAC GAACCTGAAA CGTATTGATC TGCTGCCGTA TCATAACTAC 
 781 GGCGAAAATA AATATCAGGC GATCGGCCGC GAATATAGCC TGAAAGAACT GAAAAGCCCG 
 841 AGCAAAGATA AAATGGAACG TCTGAAAGCG CTGGTTGAAA TTATGGGCAT TCCGTGCACC 
 901 ATTGGCGCGG AATAA 
 
  Glyzerin-Dehydratase (dhaB1) 
   1 ATGATTAGCA AAGGCTTTAG CACCCAGACC GAACGTATTA ACATTCTGAA AGCGCAGATT 
  61 CTGAACGCGA AACCGTGCGT GGAAAGCGAA CGTGCGATTC TGATTACCGA AAGCTTCAAA 
 121 CAGACCGAAG GCCAGCCGGC GATTCTGCGT CGTGCGCTGG CCCTGAAACA TATTCTGGAA 
 181 AACATCCCGA TTACCATTCG TGATCAGGAA CTGATTGTTG GCAGCCTGAC CAAAGAACCG 
 241 CGTAGCAGCC AGGTGTTTCC GGAATTTAGC AACAAATGGC TGCAGGATGA ACTGGATCGT 
 301 CTGAACAAAC GTACCGGTGA TGCGTTTCAG ATTAGCGAAG AAAGCAAAGA AAAACTGAAA 
 361 GATGTGTTCG AATACTGGAA CGGCAAAACC ACGAGCGAAC TGGCGACCAG CTATATGACC 
 421 GAAGAAACCC GTGAAGCGGT GAACTGTGAT GTGTTTACCG TGGGCAACTA TTACTATAAC 
 481 GGCGTGGGCC ATGTGAGCGT GGATTATGGC AAAGTGCTGC GTGTGGGCTT TAACGGCATT 
 541 ATTAACGAAG CGAAAGAACA GCTGGAAAAA AACCGTAGCA TCGATCCGGA TTTCATCAAA 
 601 AAAGAAAAAT TTCTGAACAG CGTGATTATT AGCTGCGAAG CGGCGATTAC CTATGTGAAC 
 661 CGCTATGCGA AAAAAGCGAA AGAAATCGCG GATAACACCT CTGATGCGAA ACGTAAAGCG 
 721 GAACTGAACG AAATTGCGAA AATCTGCAGC AAAGTGAGCG GCGAAGGCGC GAAAAGCTTT 
 781 TATGAAGCGT GCCAGCTGTT TTGGTTTATT CACGCGATCA TCAACATTGA AAGCAACGGC 
 841 CACAGCATTA GCCCGGCACG TTTTGATCAG TATATGTATC CGTATTATGA AAACGATAAA 
 901 AACATCACCG ATAAATTTGC GCAGGAACTG ATCGATTGCA TTTGGATCAA ACTGAACGAT 
 961 ATCAACAAAG TGCGTGATGA AATCAGCACC AAACATTTTG GCGGCTATCC GATGTATCAG 
1021 AACCTGATTG TGGGCGGCCA GAACAGCGAA GGCAAAGATG CGACCAACAA AGTGAGCTAT 
1081 ATGGCGCTGG AAGCGGCGGT GCATGTGAAA CTGCCGCAGC CGAGCCTGAG CGTGCGTATT 
1141 TGGAACAAAA CCCCGGATGA ATTTCTGCTG CGTGCGGCGG AACTGACCCG TGAAGGCCTG 
1201 GGTCTGCCGG CGTATTATAA CGATGAAGTG ATTATTCCGG CGCTGGTGAG CCGTGGTCTG 
1261 ACCCTGGAAG ATGCGCGTGA TTATGGCATT ATTGGCTGCG TGGAACCGCA GAAACCGGGC 
1321 AAAACCGAAG GCTGGCATGA TAGCGCGTTT TTTAACCTGG CCCGTATTGT GGAACTGACC 
1381 ATTAACAGCG GCTTCGATAA AAACAAACAA ATTGGCCCGA AAACCCAGAA CTTCGAAGAA 
1441 ATGAAAAGCT TCGATGAATT CATGAAAGCG TACAAAGCGC AGATGGAATA TTTCGTGAAA 
1501 CATATGTGCT GCGCGGATAA CTGCATTGAT ATTGCGCATG CGGAACGTGC GCCGCTGCCG 
1561 TTTCTGAGCA GCATGGTGGA TAATTGCATT GGCAAAGGCA AAAGCCTGCA GGATGGCGGT 
1621 GCGGAATATA ACTTTAGCGG TCCGCAGGGT GTGGGCGTGG CGAACATTGG CGATAGCCTG 
1681 GTGGCGGTGA AAAAAATCGT GTTCGATGAA AACAAAATTA CCCCGAGCGA ACTGAAAAAA 
1741 ACCCTGAACA ACGATTTCAA AAACAGCGAA GAAATTCAGG CGCTGCTGAA AAACGCGCCG 
1801 AAATTTGGCA ACGATATCGA TGAAGTGGAT AATCTGGCCC GTGAAGGCGC GCTGGTGTAT 
1861 TGCCGTGAAG TGAACAAATA TACCAATCCG CGTGGCGGCA ACTTTCAGCC GGGCCTGTAT 
1921 CCGAGCAGCA TTAACGTGTA TTTTGGTAGC CTGACCGGCG CGACCCCGGA TGGTCGTAAA 
1981 AGCGGTCAAC CGCTGGCAGA TGGTGTTAGC CCGAGCCGTG GCTGTGATGT GAGCGGTCCG 
2041 ACCGCGGCGT GTAACAGCGT GAGCAAACTG GATCATTTTA TTGCGAGCAA CGGCACCCTG 
2101 TTTAACCAGA AATTTCATCC GAGCGCGCTG AAAGGCGATA ACGGCCTGAT GAACCTGAGC 
2161 AGCCTGATTC GTAGCTATTT TGATCAGAAA GGCTTTCATG TGCAGTTTAA CGTGATCGAT 
2221 AAAAAAATTC TGCTGGCCGC GCAGAAAAAT CCGGAAAAAT ATCAGGATCT GATCGTGCGT 
2281 GTGGCGGGCT ATAGCGCGCA GTTTATTAGC CTGGATAAAA GCATCCAGAA CGACATTATT 
2341 GCGCGTACCG AACACGTGAT GTAA 
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  α-Ketoglutarat-Semialdehyd-Dehydrogenase (araE) 
   1 ATGGCCAATG TTACCTATAC CGATACCCAG CTGCTGATTG ATGGTGAATG GGTTGATGCA 
  61 GCAAGCGGTA AAACCATTGA TGTTGTTAAT CCGGCAACCG GTAAACCGAT TGGTCGTGTT 
 121 GCACATGCAG GTATTGCAGA TCTGGATCGT GCACTGGCAG CAGCACAGAG CGGTTTTGAA 
 181 GCATGGCGTA AAGTTCCGGC ACATGAACGT GCAGCAACCA TGCGTAAAGC AGCAGCACTG 
 241 GTTCGTGAAC GTGCAGATGC AATTGCACAG CTGATGACCC AAGAACAGGG TAAACCGCTG 
 301 ACCGAAGCAC GTGTTGAAGT TCTGAGCGCA GCAGATATTA TTGAATGGTT TGCAGATGAA 
 361 GGTCGTCGTG TTTATGGTCG TATTGTTCCT CCGCGTAATC TGGGTGCACA GCAGACCGTT 
 421 GTTAAAGAAC CGGTTGGTCC GGTTGCAGCA TTTACCCCGT GGAATTTTCC GGTTAATCAG 
 481 GTTGTTCGTA AACTGAGCGC AGCCCTGGCA ACCGGTTGTA GCTTTCTGGT TAAAGCACCG 
 541 GAAGAAACAC CGGCAAGTCC GGCAGCACTG CTGCGTGCAT TTGTTGATGC CGGTGTTCCG 
 601 GCAGGCGTTA TTGGTCTGGT TTATGGTGAT CCGGCAGAAA TTAGCAGCTA TCTGATTCCG 
 661 CATCCGGTTA TTCGTAAAGT TACCTTTACC GGTAGCACAC CGGTTGGTAA ACAGCTGGCA 
 721 AGCCTGGCAG GTCTGCACAT GAAACGTGCA ACCATGGAAC TGGGTGGTCA TGCACCGGTT 
 781 ATTGTTGCCG AAGATGCAGA TGTTGCACTG GCAGTTAAAG CAGCCGGTGG TGCAAAATTT 
 841 CGTAATGCAG GTCAGGTTTG TATTAGCCCG ACCCGTTTTC TGGTTCATAA TAGCATTCGT 
 901 GATGAATTTA CCCGTGCCCT GGTTAAACAT GCAGAAGGTC TGAAAGTTGG TAATGGTCTG 
 961 GAAGAAGGCA CCACCCTGGG AGCACTGGCA AATCCGCGTC GTCTGACCGC AATGGCAAGC 
1021 GTTATTGATA ATGCACGTAA AGTTGGTGCC AGCATTGAAA CCGGTGGTGA ACGTATTGGT 
1081 AGCGAAGGTA ATTTTTTTGC ACCGACCGTT ATTGCAAATG TTCCGCTGGA TGCCGATGTG 
1141 TTTAATAATG AACCGTTTGG CCCGGTGGCT GCAATTCGTG GTTTTGATAA ACTGGAAGAA 
1201 GCAATTGCAG AAGCAAATCG TCTGCCGTTT GGTCTGGCAG GTTATGCATT TACCCGTAGC 
1261 TTTGCCAATG TTCATCTGCT GACCCAGCGT CTGGAAGTTG GTATGCTGTG GATTAATCAG 
1321 CCTGCAACCC CGTGGCCGGA AATGCCGTTT GGTGGTGTTA AAGATAGCGG TTATGGTAGT 
1381 GAAGGTGGTC CGGAAGCACT GGAACCGTAT CTGGTTACCA AAAGCGTTAC CGTTATGGCA 
1441 GTGTAA 
 
  1,3-PDO-Dehydrogenase (dhaT) 
   1 ATGCGTATGT ATGACTACCT GGTTCCAAGC GTAAACTTTA TGGGTGCGAA CTCTGTTTCC 
  61 GTTGTAGGTG AGCGTTGCAA AATCCTGGGT GGTAAAAAAG CCCTGATCGT TACGGACAAA 
 121 TTCCTGAAAG ATATGGAAGG TGGCGCAGTA GAGCTGACCG TGAAATACCT CAAAGAAGCA 
 181 GGTCTGGATG TGGTCTACTA TGACGGTGTC GAACCAAACC CGAAAGATGT AAACGTTATC 
 241 GAGGGCCTCA AAATCTTCAA AGAGGAGAAC TGCGACATGA TTGTTACCGT TGGTGGTGGT 
 301 TCTTCCCATG ACTGTGGTAA AGGCATCGGT ATTGCAGCCA CTCACGAAGG TGACCTGTAT 
 361 GACTACGCGG GTATCGAAAC CCTGGTTAAC CCGCTGCCAC CGATCGTTGC CGTTAACACT 
 421 ACGGCAGGTA CGGCATCTGA ACTCACTCGT CACTGTGTTC TCACCAACAC CAAAAAAAAA 
 481 ATCAAATTCG TCATCGTGTC TTGGCGTAAC CTCCCGCTGG TTTCCATCAA CGATCCGATG 
 541 CTCATGGTTA AAAAACCAGC CGGTCTGACC GCAGCTACCG GTATGGATGC CCTGACTCAC 
 601 GCGATTGAGG CCTATGTTTC TAAAGACGCT AACCCAGTCA CTGATGCGAG CGCAATCCAG 
 661 GCGATCAAAC TGATCTCTCA GAACCTCCGT CAGGCCGTTG CACTGGGTGA GAACCTCGAA 
 721 GCTCGTGAGA ACATGGCTTA CGCCTCTCTG CTGGCCGGTA TGGCTTTCAA CAACGCAAAC 
 781 CTGGGTTATG TGCATGCGAT GGCACACCAG CTCGGTGGTC TCTACGACAT GCCGCATGGT 
 841 GTTGCTAACG CAATGCTCCT GCCACACGTA GAGCGTTACA ACATGCTGTC CAACCCGAAA 
 901 AAATTTGCGG ACATCGCTGA ATTCATGGGT GAGAACATCT CTGGTCTCAG CGTAATGGAA 
 961 GCTGCGGAGA AAGCCATCAA CGCAATGTTC CGTCTGTCTG AAGACGTAGG TATCCCGAAA 
1021 TCCCTGAAAG AGATGGGTGT CAAACAGGAG GACTTCGAGC ACATGGCAGA ACTCGCTCTG 
1081 CTCGACGGTA ACGCCTTTAG CAACCCACGT AAAGGCAACG CGAAAGACAT CATCAACATC 
1141 TTCAAAGCGG CGTACTAA 
 
VII.3 Promotersequenzen 
  Ptac enthaltendes DNA-Fragment 
   1 CTCGAGCGGG TAGAGGATCC GGAGCTTATC GACTGCACGG TGCACCAATG CTTCTGGCGT 
  61 CAGGCAGCCA TCGGAAGCTG TGGTATGGCT GTGCAGGTCG TAAATCACTG CATAATTCGT 
 121 GTCGCTCAAG GCGCACTCCC GTTCTGGATA ATGTTTTTTG CGCCGACATC ATAACGGTTC 
 181 TGGCAAATAT TCTGAAATGA GCTGTTGACA ATTAATCATC GGCTCGTATA ATGTGTGGAA 
 241 TTGTGAGCGG CCCTTAATTA A 
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  PT5 enthaltendes DNA-Fragment 
   1 CTCGAGCGGC GAGAAATCAT AAAAAATTTA TTTGCTTTGT GAGCGGATAA CAATTATAAT 
  61 AGATTCAATT GTGAGCGGAT AACAATTTCA CACAGAATTC ATTAAAGAGG AGAAATTAAC 
 121 CATCCCTTAA TTAA 
 
  ParaB und araC enthaltendes DNA-Fragment 
   1 CTCGAGCGGG TGATGGCTTC CATGTCGGCA GAATGCTTAA TGAATTACAA CAGTACTGCG 
  61 ATGAGTGGCA GGGCGGGGCG TAATTTTTTT AAGGCAGTTA TTGGTGCCCT TAAACGCCTG 
 121 GTGCTACGCC TGAATAAGTG ATAATAAGCG GATGAATGGC AGAAATTCGA AGAATAGTTA 
 181 CGGCTTATGA CATCTTTGTG GACACATCAT TCACTTTTTA TTCACATCCG GCCCTGAACT 
 241 CGCTAGGACT TGCCCCGGTG CATTTTTTAA ATACCCGCGA AAAATAGAGC TGATCGTCAA 
 301 ATCCAACATT GCGCCCAACG GTCGCTATCG GCATTCGCGT AGTGCTAAGC AGAAGTTTCG 
 361 CCTGGCTGAT ACGCTGATCT TCGCGCCAGC TCAATACGCT AATGCCTAAC TGCTGGCGGA 
 421 ACAGATGTGA TAACCGGGAG GGCGACAGGC AGACATGCTG GGCGACGCTG GCGATATCAA 
 481 AATGGCTGTC CGCCAGATGG TCGCTGATAT ACTGGCAGGC ATCGCGCACA CGGCTATCCA 
 541 TCGGCGGGTG CAACGACTCA TTAATTACCG CCATACGTCT GAGCAACAAC TGCTCCAGCA 
 601 GATTGATCGC CAGTAGCTCA GAATAGCGAC CTTCCCCTTG CCCGGCGCTG ATGATCTGCC 
 661 CGAACAGTTC GCTGAAATGC GGCTGGCGCG CCTCGTCCGG GCGGAAAAAT CCTGTCTGGG 
 721 CAAAGATTGT CGGCCAGGTC AGCCACTCCT GCCAGTAGGC GCGAGGCCGG AAATAAACCC 
 781 ACTGGTGATA CCACTCGCTG GCGTCCGGAT GCCGTCCATA GTGATGAATC TCGCCCGGCG 
 841 GAAACAATAA TATATCGCCA GGCCGACAGA CAAACTGCTC GCCATTATTA TTAATGACGC 
 901 CCTCTCCGCG GATGGTCAGG TTAAGAATAT ATCCCTTCAT GCCCAACGGA CGATCGATAA 
 961 AAAAATCCAG ATATCCATTC GCTTCAATTG GCGTCAGCCC GGCGACCAGA TGGGCATTAA 
1021 ATGAATATCC CGGCAATAGC GGATCATTTT GCGTTTCAGC CATGATTTCT CTACCCCCCG 
1081 ATGTTCAGAG AAGAAACAAA TTGTCCATAT CGACCAGGAC GACAGAGCTT CCGTCTCCGC 
1141 AAGACTTTGC GCTTGATGAA AGCACGTATC AACCCCGCTT GTGAAAAGCG CTTTGTAACA 
1201 AAAGCGTACA GTTCAGGCGA TAAAATTAAG TAACAGAAGT GTCTATAACT ATGGCTGGAA 
1261 TGTCCACATT GAATATTTGC ACAGCGTCAC ACTTTGCAAA GCATTAGCAT TTTTGTCCAT 
1321 AAGATTAGCG GATCCTGCCT GACGGTTTTT GCCGCGACTC TCTATAATTT CTCCATACCT 
1381 GTTTTTCTGG ATGGAGTAAG ACCATGGCTA TGGATTGTCC CTTAATTAA 
 
  Pzt-1 und tetR enthaltendes DNA-Fragment 
   1 CTCGAGCGGC ATATTCTGCT GACGCACCGG TGCAGCCTTT TTTCTCCTGC CACATGAAGC 
  61 CGGTACCCGG GGATCCGATC CGTTTCCATT TAGGTGGGTA CGTTGGAGCC GCATTATTTT 
 121 CGCTTTATGA ATCTAAAGGG TGGTTAACTC GACATCTTGG TTACCGTGAA GTTACCATCA 
 181 CGGAAAAAGG TTATGCTGCT TTTAAGACCC ACTTTCACAT TTAAGTTGTT TTTCTAATCC 
 241 GCATATGATC AATTCAAGGC CGAATAAGAA GGCTGGCTCT GCACCTTGGT GATCAAATAA 
 301 TTCGATAGCT TGTCGTAATA ATGGCGGCAT ACTATCAGTA GTAGGTGTTT CCCTTTCTTC 
 361 TTTAGCGACT TGATGCTCTT GATCTTCCAA TACGCAACCT AAAGTAAAAT GCCCCACAGC 
 421 GCTGAGTGCA TATAATGCAT TCTCTAGTGA AAAACCTTGT TGGCATAAAA AGGCTAATTG 
 481 ATTTTCGAGA GTTTCATACT GTTTTTCTGT AGGCCGTGTA CCTAAATGTA CTTTTGCTCC 
 541 ATCGCGATGA CTTAGTAAAG CACATCTAAA ACTTTTAGCG TTATTACGTA AAAAATCTTG 
 601 CCAGCTTTCC CCTTCTAAAG GGCAAAAGTG AGTATGGTGC CTATCTAACA TCTCAATGGC 
 661 TAAGGCGTCG AGCAAAGCCC GCTTATTTTT TACATGCCAA TACAATGTAG GCTGCTCTAC 
 721 ACCTAGCTTC TGGGCGAGTT TACGGGTTGT TAAACCTTCG ATTCCGACCT CATTAAGCAG 
 781 CTCTAATGCG CTGTTAATCA CTTTACTTTT ATCTAATCTA GACATCATTA ATTCCTAATT 
 841 TTTGTTGACA CTCTATCGTT GATAGAGTTA TTTTACCACT CCCTATCAGT GATAGAGAAA 
 901 AGTGAAAATC CATATGACTA GTAGATCCTC TAGAGTCGCC CTTAATTAA 
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  Pλr, Pλl und cI857 enthaltendes DNA-Fragment 
   1 CTCGAGCGGC AGCCAGCAGA GAATTAAGGA AAACAGACAG GTTTATTGAG CGCTTATCTT 
  61 TCCCTTTATT TTTGCTGCGG TAAGTCGCAT AAAAACCATT CTTCATAATT CAATCCATTT 
 121 ACTATGTTAT GTTCTGAGGG GAGTGAAAAT TCCCCTAATT CGATGAAGAT TCTTGCTCAA 
 181 TTGTTATCAG CTATGCGCCG ACCAGAACAC CTTGCCGATC AGCCAAACGT CTCTTCAGGC 
 241 CACTGACTAG CGATAACTTT CCCCACAACG GAACAACTCT CATTGCATGG GATCATTGGG 
 301 TACTGTGGGT TTAGTGGTTG TAAAAACACC TGACCGCTAT CCCTGATCAG TTTCTTGAAG 
 361 GTAAACTCAT CACCCCCAAG TCTGGCTATG CAGAAATCAC CTGGCTCAAC AGCCTGCTCA 
 421 GGGTCAACGA GAATTAACAT TCCGTCAGGA AAGCTTGGCT TGGAGCCTGT TGGTGCGGTC 
 481 ATGGAATTAC CTTCAACCTC AAGCCAGAAT GCAGAATCAC TGGCTTTTTT GGTTGTGCTT 
 541 ACCCATCTCT CCGCATCACC TTTGGTAAAG GTTCTAAGCT TAGGTGAGAA CATCCCTGCC 
 601 TGAACATGAG AAAAAACAGG GTACTCATAC TCACTTCTAA GTGACGGCTG CATACTAACC 
 661 GCTTCATACA TCTCGTAGAT TTCTCTGGCG ATTGAAGGGC TAAATTCTTC AACGCTAACT 
 721 TTGAGAATTT TTTGTAAGCA ATGCGGCGTT ATAAGCATTT AATGCATTGA TGCCATTAAA 
 781 TAAAGCACCA ACGCCTGACT GCCCCATCCC CATCTTGTCT GCGACAGATT CCTGGGATAA 
 841 GCCAAGTTCA TTTTTCTTTT TTTCATAAAT TGCTTTAAGG CGACGTGCGT CCTCAAGCTG 
 901 CTCTTGTGTT AATGGTTTCT TTTTTGTGCT CATACGTTAA ATCTATCACC GCAAGGGATA 
 961 AATATCTAAC ACCGTGCGTG TTGACTATTT TACCTCTGGC GGTGATAATG GTTGCATGTA 
1021 CTAAGGAGGT TGTATGGAAC AACGCATAAC CCTGAAAGAT TATGCAATGC GCTTTGGGCA 
1081 AACCAAGACA GCTAAAGATC TCTCACCTAC CAAACAATGC CCCCCTGCAA AAAATAAATT 
1141 CATATAAAAA ACATACAGAT AACCATCTGC GGTGATAAAT TATCTCTGGC GGTGTTGACA 
1201 TAAATACCAC TGGCGGTGAT ACTGAGCACA TCAGCAGGAC GCACTGACCA CCATGAAGGT 
1261 GACGCTCTTA AAAATTAAGC CCTGAAGAAG GGCAGCATTC AAAGCAGAAG GCTTTGGGGT 
1321 GTGTGATACG AAACGAAGCA TTGGGCCCTT AATTAA 
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VII.4 Abkürzungsverzeichnis 
1,3-PDO 1,3-Propandiol 
1,4-BDO 1,4-Butandiol 
3-HB 3-Hydroxybuttersäure 
3-HB-CoA 3-Hydroxybutyryl-CoA 
3-HMG-CoA 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA 
3-HP 3-Hydroxypropionsäure 
3-HPA 3-Hydroxypropionaldehyd 
3-HP-CoA 3-Hydroxypropionyl-CoA 
3-PG 3-Phosphoglyzerat 
4-HB 4-Hydroxybuttersäure 
4-HBA 4-Hydroxybutyraldehyd 
4-HB-CoA 4-Hydroxybutyryl-CoA 
A Enzymaktivität 
ABAS Ausschuss für Biologische Arbeitsstoffe 
Ack Acetat-Kinase E. coli 
ACP Acyl-Carrierprotein 
Acs Propionyl-CoA-Synthase aus C. aurantiacus 
AdhE Aldehyd-Alkohol-Dehydrogenase E. coli 
adk Adenylat-Kinase-Gen 
ADP Adenosindiphosphat 
Ald2 Aldehyd-Dehydrogenase 2 aus S. cerevisiae 
Ald4 Aldehyd-Dehydrogenase 4 aus S. cerevisiae 
AldA Aldehyd-Dehydrogenase A aus E. coli 
AldB Aldehyd-Dehydrogenase B aus E. coli 
AldD Aldehyd-Dehydrogenase D aus P. putida 
AldH Aldehyd-Dehydrogenase H aus E. coli 
Ap Ampicillin 
ApR Ampicillin-Resistenzgen 
apt Adenin-Phosphoribosyltransferase-Gen 
araB Ribulokinase-Gen 
AraE α-Ketoglutarat-Semialdehyd-Dehydrogenase 
ATP Adenosintriphosphat 
Att Attachment Sites 
BCIP 5-Brom-4-Chloro-3-Indoxylphosphat 
bla β-Lactamase (Ampicillin-Resistenzgen) 
BLAST Basic Local Alignment Search Tool 
BSA Bovines Serum Albumin 
C. necator Cupriavidus necator 
ccdB DNA-Gyrase-Hemmer-Gen 
CiChE chemisch induzierte chromosomale Expression 
CIP Calf Intestinal Phosphatase 
Cm Chloramphenicol 
CmR Chloramphenicol-Resistenzgen 
CoA Coenzym A 
Ct Cycle threshold (quantitative Real-Time-PCR) 
DAD Diodenarray-Detektor 
Dar1 Glyzerin-3-Phosphat-Dehydrogenase aus S. cerevisiae 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser aus einer Millipore Anlage 
dH2O destilliertes Wasser 
DHA Dihydroxyaceton 
DhaB1 Glyzerin-Dehydratase aus C. butyricum 
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DhaB123 Glyzerin-Dehydratase aus K. pneumoniae 
DhaB2 Glyzerin-Dehydratase Aktivierungsenzym aus C. butyricum 
DhaK Dihydroxyaceton-Kinase aus E. coli 
DHAP Dihydroxyacetonphosphat 
DhaT 1,3-PDO-Dehydrogenase 
DMS Dimethylsulfid 
dnaX Gene der DNA-Polymerase III γ- und τ-Untereinheiten 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DOE Department of Energy (US-Energiebehörde) 
DTT Dithiothreitol 
E Primereffizienz (quantitative Real-Time-PCR) 
E. coli Escherichia coli 
EI Elektronenstoß (Electron Impact) 
emrD Gen eines Multidrug-Resistenzproteins 
FDA Food and Drug Administration 
FdhF Formiat-Dehydrogenase E. coli 
FHL Formiat-Hydrogen-Lyase E. coli 
Frd Fumarat-Reduktase E. coli 
FRT Frequent Recombination Target 
Fum Fumarat-Hydratase E. coli 
G3P Glyzerin-3-Phosphat 
GAP Glyzerinaldehyd-3-Phosphat 
GC-MS Gaschromatografie mit Massenspektrometrie-Kopplung 
GdrAB Glyzerin-Dehydratase-Reaktivierungsfaktor aus K. pneumoniae 
GFP Grünes Fluoreszenz Protein 
GldA Glyzerin-Dehydrogenase 
GlpK Glyzerin-Kinase aus E. coli 
GOI Gene of Interest (Zielgen) 
GOInorm Normalisiertes Zielgen (quantitative Real-Time-PCR) 
Gpp1 Glyzerin-3-Phophatase 
HPLC Hochdruckflüssigkeits-Chromatografie (High Performance Liquid 
Chromatography) 
htpG Gen eines molekularen Chaperons der HSP90-Familie 
Hyc Hydrogenase E. coli 
IARC International Agency for the Research on Cancer 
IPTG Isopropylthiogalaktosid 
ITR Inverted Terminal Repeat 
K. oxytoca Klebsiella oxytoca 
K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae 
KBE Koloniebildende Einheit 
kDa Kilodalton 
kefA Kalium-Effluxpumpe-Gen 
Km Kanamycin 
KM Konterselektionsmarker 
KmR oder kan Kanamycin-Resistenzgen 
L. acidophilus Lactobacillus acidophilus 
L. lactis Lactococcus lactis 
L. reuteri Lactobacillus reuteri 
L. sakei Lactobacillus sakei 
lacI Lactoseoperon Repressor 
LdhA D-Laktat-Dehydrogenase E. coli 
M Durchschnittliche Expressionsstabilität (quantitative Real-Time-PCR) 
m Anzahl der Messungen (quantitative Real-Time-PCR) 
M. xanthus Myxococcus xanthus 
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MBC Minimale Bakterizide Konzentration (Minimal Bactericidal 
Concentration) 
Mcr Malonyl-CoA-Reduktase aus C. aurantiacus 
MCS Multiple Cloning Site (Multiple Klonierungsstelle) 
Mdh Malat-Dehydrogenase E. coli 
MgsA Methylglyoxal-Synthase E. coli 
MIC Minimale Hemmkonzentration (Minimal Inhibitory Concentration) 
min Minuten 
MTP Mikrotiterplatte 
NAD+/NADH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid oxidierte/reduzierte Form 
NADP+/NADPH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat oxidierte/reduzierte Form 
nar Nitrat-Reduktase-Operon 
NBT Nitro-Blau Tetrazolium 
NEST New and Emerging Science and Technology High-Level Expert Group 
Nox NADH-Oxidase 
NTU Nephelometric Turbidity Unit 
OD600 Optische Dichte bei einer Wellenlänge 600 nm 
ORF Open Reading Frame (Offenes Leseraster) 
OrfZY Glyzerin-Dehydratase-Reaktivierungsfaktor aus K. pneumoniae 
ori kond. Konditionaler Replikationsursprung 
OTA Office for Technology Assessment 
OTR-System Operator-Repressor-Titration-System 
P. putida Pseudomonas putida 
PBS Phosphate Buffered Saline (mit Phosphat gepufferte Salzlösung) 
PduCDE Diol-Dehydratase aus L. reuteri 
PduG Diol-Dehydratase-Reaktivierungsfaktor aus L. reuteri 
PduL Phosphat-Propanoyltransferase aus L. reuteri 
PduP Propanoyl-CoA-Dehydrogenase aus L. reuteri 
PduQ 1,3-PDO-Dehydrogenase aus L. reuteri 
PduW Propionat-Kinase aus L. reuteri 
PEG Polyethylenglycol 
PEP Phosphoenolpyruvat 
PflB Pyruvat-Formiat-Lyase E. coli 
PHA Polyhydroxyalkanoat 
PhaC Polyhydroxyalkanoat-Synthase 
Pi Anorganisches Phosphat 
PLA Polylactic Acid (Polymilchsäure) 
PldhL Promoter des L-Laktat-Dehydrogenase-Gens 
pO2 Sauerstoffpartialdruck 
Poly(3-HB-co-3-HP) 3-HB-3-HP-Copolymer 
Ppc Phosphoenolpyruvat-Carboxylase E. coli 
priC Gen der promosomalen Replikationsprotein-Untereinheit 
PrpE Propionyl-CoA-Synthase aus S. enterica 
Pta Phosphat-Acetyltransferase E. coli 
PTT Polytrimethylenterephtalat 
PuuC Aldehyd-Dehydrogenase aus K. pneumoniae 
PykF Pyruvat-Kinase E. coli 
Q Volumetrische Produktivität 
q Spezifische Produktionsrate 
R. erythropolis Rhodococcus erythropolis 
RBS Ribosomen-Bindestelle 
recR Gen eines in DNA-Rekombination und -Reparatur involvierten Proteins 
REF Referenzgen (quantitative Real-Time-PCR) 
repA Replikationsprotein-Gen 
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RID Refractive Index Detector (Brechungsindex Detektor) 
Rop Protein zur Regulation der Replikation  
ROP Ringöffnungspolymerisation 
rrnBT12 rDNA Terminatoren 1 und 2 
S. enterica Salmonella enterica 
S. avermitilis Streptomyces avermitilis  
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
SAM S-Adenosylmethionin 
SD Standardabweichung (quantitative Real-Time-PCR) 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
SF Standardfehler (quantitative Real-Time-PCR) 
Sm Streptomycin 
SM Selektionsmarker 
SmR Streptomycin-Resistenzgen 
SOE-PCR Splicing by overlap extension-PCR 
spez. A Spezifische Enzymaktivität 
SusChem European Technology Platform for Sustainable Chemistry 
t/a Jahrestonne(n) 
TA-System Toxin/Antitoxin-System 
TpepN Terminator des Aminopeptidase N-Gens 
Tpi Triosephosphat-Isomerase aus E. coli 
U Unit 
UBA Umweltbundesamt 
ÜNK Übernachtkultur 
US-$ US-Dollar 
ÜTK Übertagkultur 
v. Chr. vor Christus 
vvm Standardliter Gas pro Minute und Volumen 
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galactopyranosid 
Y Ausbeute 
ybaB Gen eines konservierten DNA-Bindeproteins 
ybaM Gen eines kleinen Proteins involviert in die Zellhüllen-Stressantwort 
ybaN Gen eines konservierten Innermembranproteins 
yidF Gen eines nicht charakterisierten Proteins 
yidG Gen eines Innermembranproteins 
yidH Gen eines Innermembranproteins 
yidI Gen eines Innermembranproteins 
yidJ Gen einer nicht charakterisierten Sulfatase 
yidK Gen eines nicht charakterisierten Symporters 
yidL Gen eines nicht charakterisierten Transkriptionsregulators 
YqhD Aldehyd-Reduktase aus E. coli 
ZFM Zellfeuchtmasse 
ZTM Zelltrockenmasse 
γ Reduktionsgrad 
κ Reduktionsbalance 
µmax maximale Wachstumsrate 
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